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INHALTSVERZEICHNIS (Stand Januar 1982) 


ln Abkürzungsverzeichnis 


011,2 
OW21 21 
01.2.8 
02.1 


Grundausrüstung für die Mikrolitertechnik 


Entnahme, Primäraufbereitung, Aufbewahrung von 
biologischem Untersuchungsmaterial 


Plasma-Gewinnung 

Serum-Gewinnung 

Qualitätskontrolle (Präzision einer Methode) 
Qualitätskontrolle (Wiederauffindung) 
Probenaufbereitung - Reinigung 
Probenaufbereitung Veraschung 
Probenaufbereitung Säureaufschluß 


Probenaufbereitung Kasein-Fällung 


Hämatokrit (Hk) 


Hämoglobin (Hb) 
Methämoglobin (Hämiglobin) 
Bilirubin (gesamt) 


Gesamt-Eiweiß 

Milch-Eiweiß 

Gesamt-Eiweiß-Siebtest 
Eiweiß-Fraktionierung (CAF-Elektrophorese) 
%-Globuline (ZnSO,-Trübungstest) 
x-Globuline (ZnSO4-Trübungs-Siebtest) 

x -Globuline 

Albumine 
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INHALTSVERZEICHNIS (Stand Januar 1982) 


1. Fortsetzung 











Aspartataminotransferase (GOT) - kinetischer 
Test 


Aspartataminotransferase (GOT) - Siebtest 





| Leuzinaminopeptidase (LAP) 






11.1.8 






Leuzinaminopeptidase (LAP) - Siebtest 


12.1 Alkalische Phosphatase (AP) 









12.1.5 | Alkalische Phosphatase (AP) - Siebtest 








12.2 Alkalische Phosphatase (AP)- kinetischer Test 

















12.2.1 Alkalische Phosphatase (AP) in Milch - 


kinetischer Test 





12.2.2 | Alkalische Phosphatase (AP)-Isoenzyme 


(kinetischer Test) 
23.1 
14.1 





Leuzinarylamidase (LAA) - kinetischer Test 





%-Glutamyltranspeptidase (xg-GT) - kinetischer 
Test 





ee 
16.1 


Kreatinkinase (CPK) 


Coeruloplasmin (CP) - kinetischer Test 








1 Arginase 





18.1 &a-Amylase 









Freie Fettsäuren (FFS) 





Milch-Fett 
Cholesterol 










Gesamt-Östrogene 
Butanolextrahierbares Jod (BEJ) 


Gesamt-Jod; Proteingebundenes Jod (PbJ); 
‘ Anorganisches Jod 
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INHALTSVERZEICHNIS (Stand Januar 1982) 


04.1 
a. 
05.1.1 
06.1 


06.2 
06.2.5 
08.1 
10,1 
10.1.8 
Ih.1.8 


2. Fortsetzung 


Glukose (o-Toluidin-Methode) 


Glukose (o-Toluidin-Methode ohne Enteiweißung) 
Glukose (enzymatisch) 

Glukose - Siebtest (enzymatisch) 

Laktose 


Kalzium (komplexometrisch) 
Kalzium (komplexometrisch) - Siebtest 


Kalzium (flammenphotometrisch) 


Magnesium 


Magnesium - Siebtest 

Natrium (flammenphotometrisch) 
Kalium (flammenphotometrisch) 
Eisen 

Eisenbindungskapazität (totale) 


Phosphor (anorganisches Phosphat, organisch- 
gebundener Phosphor, Gesamt-Phosphor 


Anorganisches Phosphat 

Anorganisches Phosphat - Siebtest 

Selen | 

Netto-Säure/Base-Ausscheidung (NSBA) 
Netto-Säure/Base-Ausscheidung (NSBA) - Siebtest 
Alkalireserve (AR) - Siebtest 


Kreatinin 


- Harnstoff 


A-Amino-Stickstoff 
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INHALTSVERZEICHNIS (Stand Januar 1982) 
3. Fortsetzung 


Vitamin A (Carr-Price-Methode) 
Vitamin A (fluorimetrische Bestimmung) 
Vitamin E 


= Tnsatz von Perchlorsäure in den klinisch- 
chemischen Laboratorien der veterinärmedi- 
zinischen Einrichtungen 


SI-Einheiten; Umrechnungstabelle 
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LAKTOSE Eures 


Anthron-Methode: 
Aus Hexosen entstehen beim Erhitzen mit Schwefelsäure Hydroxy-J 


methylfurfurale, die mit Anthron blaue Reaktionsprodukte bil- 
den. 


Milch, Kolostrum (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Anthron-Reagenz 150 mg Anthron in einem Ge- 
misch aus 7 Volumen-Teilen 
konz. Schwefelsäure und 3 Vo- 
lumen-Teilen Wasser zu 100 ml 
Lg. lösen. 

Haltbarkeit: 1 Woche bei 
am 5 00 





Laktose-Standard- 146 2,5 g bis_ zur Gewichtskonstanz 
Lg. mM bei (105 °C) getrocknete Lak- 
tose in gesättigter Benzoe- 
säure-Lg. zu 50 ml Lg. lösen. 





Blatt 1 
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LAKTOSE Anthron-Methode Milch, Kolostrum Rn. 027,7 


Ausführung: 


kungen 


50,0 ml dest. Wasser 


+ 0,2 ml Ä +,0,2.mi 
Milch Laktose- 
(Kolostrum) Sta.-Ig. 


mischen; Verdünnungen weiterver- 
arbeiten nach Arbeitsschritt 4 


FI ey, mE 
Milchver- dest. Laktose- 
dünnung Wasser Std.-Ver- 
(aus Ar- dünnung 
beits- (aus Ar- 
schritt 2) beits- 
schritt 2) 


mischen (Glasstab!); 6 Min. in 
kochendem Wasserbad erhitzen, 
anschließend sofort 30 Min. in 
Eisbad stellen, Vor dem Photo- 
metrieren nochmals mischen, 


P* und St* gegen L* bei 625 nm 
in 0,5-cm-Küvetten photometrie- 
ren. 
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LAKTOSE Anthron-Methode Milch, Kolostrum Kr02, 


Berechnung: 





x mmol Laktose/1000 ml Milch (Kolostrum) 


y g Laktose/100 ml Milch (Kolostrum) 





Anmerkungen: 





Für die Laktose-Bestimmung ist frische Milch (Kolostrum) 
einzusetzen. Ist eine umgehende Bestimmung nicht möglich, 
können die Proben bei & -12 °C gelagert werden. Nach dem 
Auftauen bei Zimmertemperatur sind die Proben ca. 15 Min. 
auf 37 °C zu erwärmen und anschließend durch Schütteln 
(Schüttelmaschine! 15 Min.) zu homogenisieren. 











Beim Pipettieren von Milch ist für jede Probe eine frische 
Pipettenspitze aufzusetzen. Milchproben und -verdünnungen 
unmittelbar vor dem Pipettieren nochmals kurz umschwenken. 
Pipettenspitzen durch Aufziehen und Ausstoßen in Wasser 
(Arbeitsschritt 2) bzw. Anthron-Reagenz (Arbeitsschritt 4) 
ausspülen. 







Anthron-Reagenz mit Glaspipette (Fortuna-Pipette) dosieren! 


Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1981 


Wiederauffindung: 98 - 100 % 
Präzision: 


in der Serie: 
(n = 10) | S%% 3,5 


Probenanzahl/Tag .- AK: mind. 50 


(Doppelbestimmungen) 





Verbindlichkeitstermin: 1.10.82 


Blatt 3 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE (AP)-ISOENZYME 
(Orthophosphatmonoester-phosphohydrolase; 
EC 7.1277) 


Kinetischer Test (modifizierter FERMOGNOST -AP-Test; 
siehe Arbeitsvorschrift E 12.2.: 


Die nach Arbeitsvorschrift E 12.2 gemessene AP-Aktivität ist 
die Summe der Aktivitäten der Knochen-, Dünndarm- und Leber- 
AP-Isoenzyme. Beim Erwärmen unter definierten Bedingungen bzw. 
durch Phenylalanin werden die AP-Isoenzyme unterschiedlich 
stark gehemmt, so daß eine Einschätzung des Anteils der ein- 
zelnen Isoenzyme an der Gesamt-AP-Aktivität möglich wird. 





Plasma, Serum (Anmerkungen 1, 7) 


Reagenzien: 


| sr. Reagenz Herstellung 


Glykokoll- Inhalt der Flasche 518 A mit dest. 
Puffer-LIg. Wasser zu 100 ml auffüllen. 
Haltbarkeit: mind. 30 Tage bei 2-5 °C 


Glykokoll.-Puffer- Inhalt der Flasche 518 A in 100-ml- 
Phenylalanin-Lg. Meßkolben überführen; 0,350 & Phenyl- 
alanin zugeben und mit dest. Wasser zu 
100 ml auffüllen. 
Haltbarkeit: mind. 30 Tage bei 2-5 °% 


Nitrophenyl- Inhalt jeder Flasche 518 Bin 0,001 N 
phosphat-LIg. Boreus miibe, lösen, 
Haltbarkeit: lichtgeschützt mind. 
T Tage bei 2-5 °C 


Nitrophenyl- Gleiche Volumina Glykokoll-Puffer-Ige. 
phosphat- und 4-Nitrophenylphosphat-Ig. mischen. | 
Puffer-LIg. Haltbarkeit: max. 12 Stunden bei 2-5 °C 


Nitrophenyl- Gleiche Volumina Glykokoll-Puffer- 

phosphat-Puffer- Phenylalanin-Le. und Nitrophenyl- 

Phenylalanin-Le. phosphat-Lg. mischen, 
Haltbarkeit: max. 12 Stunden bei 2-5 °cH 


Konzentrationen im Testansatz: 


Glykokoll-Puffer: 

4-Nitrophenylphosphat: 4,37 mM 
Masnesiumchlorid: 0,46 mM 
(Phenylalanin: 9,62 mM) 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE (AP)-| Kinetischer | Plasma RE 12.2.2 
ISOENZYME Test Serum 52 





Vorbemerkungen: 


Die Methode ist geeignet zur differenzierten Bewertung 
physiologisch bedingter hoher AP-Aktivitäten bei Jungtie- 
ren und von AP-Aktivitäten oberhalb des Normbereichs. 


Die Gesamt-Aktivität der AP setzt sich aus drei Teilakti- 
vitäten zusammen: 


Aktivität der Knochen-AP (K-AP) 
+ Aktivität der Dünndarm-AP (D-AP) 
+ Aktivität der Leber-AP (L-AP) 


Die Aktivität der einzelnen Isoenzyme der AP wird durch 
Erwärmen bzw. durch Inhibitoren unterschiedlich stark ge- 
hemmt. Der Grad der Hemmung ist tierartspezifisch. Für das 
Schwein wurde aus Organhomogenaten ermittelt: 


Restektivität nach 
Hitzeinaktivierung 11% 95% 62 % 
es: 15: Min.) 


Restaktivität nach : 
Phenylalaninhemmung 7 28% 52% 
(9,62 mM im Testansatz) 


Die Messungen werden im allgemeinen in Serum (Plasma) 
durchgeführt. In geringem Ausmaß beeinflussen auch spezi- 
fische Eigenschaften der jeweiligen Probe (pH-Wert, Eiweiß- 
und Harnstoffgehalt, ...) den Grad der Inaktivierung. 


Die Bestimmung der AP-Aktivitäten im Serum (Plasma) zur 
Einschätzung der Anteile der einzelnen Isoenzyme an der 
Gesamt-AP-Aktivität erfolgt in drei aufeinanderfolgenden 
Schritten: 
a) Bestimmung der Gesamt-AP-Aktivität des Serums 
(Plasmas) (AP) 
b) Bestimmung der Restaktivität der AP nach Hitzeinak- 
tivierung (55 °C, 15 Min.) (H-AP) 
ce) Bestimmung der Restaktivität der AP nach Hitzeinak- 
tivierung (55 °C, 15 Min.) und anschließender Phenyl- 
alanin-Hemmung (P-AP) 


Bei der Bewertung der Ergebnisse ist zu beachten: 


Durch die Wärmeeinwirkung entsprechend 4 b wird die Knochen- 
AP weitgehend inaktiviert. Resultiert eine hohe Gesamt-AP- 
| Aktivität (4 a) vorrangig aus einer erhöhten Knochen-AP- 
Aktivität, dann ist der Quotient H-AP/AP & 0,15. Erst bei 
H-AP/AP-Quotienten 2 0,15 ist angezeigt, die Reaktion 4 c 
durchzuführen. Ein P-AP/H-AP-Quotient & 0,35 weist auf eine 
erhöhte Dünndarm-AP-Aktivität, ein P-AP/H-AP-Quotient 
>0,48 weist auf eine erhöhte Leber-AP-Aktivität hin. Im 
zuletzt angeführten Fall ist der Befund durch Bestimmung 
weiterer Größen (insbesondere Bestimmung weiterer Leberen- 
zyme) zu sichern. Alle Zahlenangaben beziehen sich auf 
Schweineserum (-plasma). 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE (AP)-| Kinetischer | Plasma BE 12.2.2 
ISOENZYME Test Serum er 


Ausführung: 
A. Bestimmung der Gesamt-Aktivität der AP 


Die Bestimmung erfolgt entsprechend Arbeitsvorschrift 
BEI KBlaTT 15 





Hitzeinaktivierun der AP 


mind. 0,25 ml Plasma RR 





Plasma (Serum) auf den 
Boden der PA pipettieren. 
FA verschließen, Genau 
15 Min. (Stoppuhr) bei 
55 °C inkubieren (unbe- 
dingt Thermostaten ver 
wenden!). Danach sofor: 
in Eiswasser st ellen. 
Nach ca. 3 Min. auf Zim- | 
mertemperatur erwärmen 
Umgehend nach C. und D 
weiterverarbeiten. 





Blatt 3 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE (AP)- | Kinetischer | Plasma BE 12.2.2 
ISOENZYME Test Serum un 


Ausführung (1. Fortsetzung): 
C. Bestimmung der Restaktivität der AP nach Hitzeinaktivierun 


kungen 


1,00 ml Nitrophenylphosphat- 
Puffer-Lg. 










5 Min. im Wasserbad (37 °C) 
erwärmen. 























+ 0,10 ml 
Plasma 
(Serum) 
hitzeinak- 
tiviert 

(aus B.) 





mischen und noch ca. 2 Min. im 
Wasserbad (37 °C) belassen. 
Danach in temperierte (37 °C) 


1-cm-Küvetten überführen. 


Extinktion gegen Wasser bei 405 nm 
sofort und danach noch dreimal im 
Abstand von 1 Min. bei 37 °C mes- 
sen. 


Berechnung: 


siehe Blatt 5 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE (AP)- 
| ISOENZYME 








Kinetischer | Plasma 
e a 


D. Bestimmung der Restaktivität der AP nach Hitzeinaktivierung 
und Phenylalanin-Hemmun 


| “a kungen 


1,00 ml Nitrophenylphosphat- 
Puffer-Phenylalanin-Ig. 


Ausführun 2. Fortsetzung): 











5 Min. im Wasserbad (37 °C) 
erwärmen. 






hitzeinak- 
tiviert 
(aus B.) 















mischen und noch ca. 2 Min. im 
Wasserbad (37 °C) belassen. 
Danach in temperierte (37 °C) 


1-cm-Küvetten überführen. 









Extinktion gegen Wasser bei 405 
nm sofort und danach noch ärei- 
mal im Abstand von 1 Min. bei 

37 OC messen. 






Es sind die Differenzen AF aus zwei aufeinanderfolgenden 
Extinktionsmessungen zu_berechnen. Aus den drei berechneten 
AF ist der Mittelwert AE zu bilden. 


ASB.rF = x U AP/1000 ml Plasma (Serum) 


AE .- F. 16,67 = y nkat/1000 ml Plasma (Serum) 


Plasma (Serum)-Einsatz ml) 
3,10 0,04 0,02 0,01 





591 1398 2742 5430 


(Anmerkung 5) 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE (AP)-| Kinetischer | Plasma RB 12,2.2 
ISOENZYME Test Serum ir 


Anmerkungen: 


Ss. Arbeitsvorschrift E 12.2’, Blatt’? 


Es wird empfohlen, Doppelbestimmungen durchzuführen. 


Die Vorschrift gilt- nur für Schweineplasma (-serum). 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1980/81 


Präzision: 
in der Serie: 5 %& 4,0 
(n = 20) 


von Tag zu Tag: 5% € 5.0 
Rn =.20;) 


Probenanzahl/Tag - AK: 


Verbindlichkeitsternmin: 
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MILCHFETT #,03%1 


m nn 


Milch gibt mit konzentrierter Essigsäure eine vollständig 
klare Mischung, aus der mit Harnstofflösung in Gegenwart eines 
Emulsionsstabilisators das Fett ausgeschieden wird. Die Trü- 
bunssintensität ist proportional dem Fettgehalt der Milch. 















Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Harnstoff-Ig. 20 g/ enxgnHernsLoff n.&.. und.0,2 8 
100 ml lImidazol werden in dest. Was- 
ser zu 100 ml Lg. gelöst. 


Standard-Le. a) Maximal 0,08 ml Olivenöl 
in 100-ml-Maßkolben genau 
einwägen. Mit konz. Essie- 
säure auffüllen. Mischen. 








0,10°- "p) 1Vol.-Teil Ig. a mit 
ER NEW A A Vol.-Teilen konz. Essig- 
1000 ml säure mischen. 
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| | Trübungs- Milch 
Ausführung: 


: Geräte Ausführung 
kungen 


0,50 ml dest. Wasser 
+ 0,10 ml Milch (Kolostrunm) 







mischen. Weiterverarbeitung nach 
Arbeitsschritt 2 




















0,02 ml 0,02 ml 
Milchverdünnung Wasser Wasser 


(aus Arbeits- 
schritt 1) 
+ 1,00 ml +1,00 ml +1,00 ml 
Essigsäure Essigsäure Standard- 
(konz.) (konz.) LESBR 


mischen 


+ 0,50 ml Harnstoff-Ig. 


nischen 


Nach 30 Min. P und St gegen L 
bei 400 nm photometrieren. 






g Fett/1000 ml Milch (Kolostrum) 


Einwaage an Olivenöl (zur Bereitung der 
Lg. a.) inmg 


0,6 


(Anmerkung 3) 
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| Trübungs- Milch 


Anmerkungen: 








Für die Fettbestimmung ist frische Milch (Kolostrum) ein- 

zusetzen. Ist eine sofortige Bearbeitung der Proben nicht 

möglich, können sie bei &-12 °C gelagert werden. Nach dem 

Auftauen bei Zimmertemp. sind die Proben 15 Min. auf 37 °C 
zu erwärmen und durch Schütteln (Schüttelmaschine; 15 Min. 
zu homogenisieren. 


Beim Pipettieren von unverdünnter Milch ist für jede Probe 
eine frische Pipettenspitze aufzusetzen. Durch mehrmaliges 
Aufziehen und Ausstoßen der Mischung ist die Spitze gut zu 
säubern. 


Ist die Extinktion der Proben 0,250, dann muß die Bestim 
mung wiederholt werden. Dazu ist in Arbeitsschritt 1 die 
Milch (Kolostrum) stärker zu verdünnen. Sind die Extink- 
tionen zu niedrig, kann das Verdünnungsverhältnis herabge- 
setzt werden. Für die Berechnung ergeben sich deshalb ver- 
schiedene Faktoren F: 


Verdünnung (MilchWasser)f 1+10 1+5 1+2 1+1 
| 


aan To, Ereolgrto,2 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1981 


Präzision: 
in der Serie: 
Bye 420) 


von Tag zu Tag: 
2-10) 


Frobenanzahl/Tag - AK: | 80 
(Doppelbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 12.510,, 82 
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VITAMIN E (Tocophero]) NRU2, | 


EMMERIE-ENGEL-Methode: 


Vitamin E reduziert Fe3+ zu FeÖ*. Fe2+ wird mit Bathophenan- 
throlin zu einer roten Komplexverbindung umgesetzt.- 


Plasma, Serum, Milch (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Cyclohexan rein; fraktioniert destillieren 
(C-h.) (kp: 80,896) 








Äthanol (absolut) reinst; fraktioniert destil- 
lieren (Kp: 78,3.°0) 


Bathophenan- 12 mi 40 mg Bathophenanthrolin in 
throlin-Ig. 10 ml absolutem Athanol lösen. 
Haltbarkeit: 2 Monate bei 
2 - 5 °C im Dunkeln. 


Eisen(III)- 670 aM 9 mg Eisen(III)-chlorid 
chlorid-Ig. (FeC13 - 6H20) in 50 ml abso- 
lJutem Athanol lösen. 
Haltbarkeit: 1 Woche bei 
2 - 5 °c im Dunkeln. 


Phosphorsäure-Lg. 70 mM 0,5 ml 85 %ige Phosphorsäure 
p.a. mit absolutem Athanol zu 
100 ml ergänzen. 
Haltbarkeit: mind. 6 Monate bei 
2. - 5.00 im Dunkeln, 


Vitamin-E- 1,5 mM a) 64,6 mg DL-d-Tocopherol in 
Standard-Ig. 100 ml Cyclohexan lösen. 
Haltbarkeit: 6 Monate bei 
2 - 5 °C im Dunkeln. 


15 aM db) 1,0 ml Vitamin-Stand.-Lg. a 
mit Cyclohexan zu 100 ml auf- 
füllen. 

Haltbarkeit: 2 Wochen bei 
2 - 5 %G im Dunkeln. 
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EMMERIE-ENGEL- I Plasma, Serum 
VITAMIN E Bere ode Milch ? V 02,3 
Ausführung: 
e- Geräte | Ausführung 
kungen 


m 

E 

E_ 
Meßansatz 
EK5 






















+ 1,0 ml +1,00 ml + 1,0 ml 


Plasma dest. dest. 
(Serun, Wasser Wasser 
Milch) 
+ 1,0 ml + 1,0 ml + 1,0 ml 
C-h. C-h. vit.E- 
St.-Le. b 





2 Min. schütteln, 5 Min. stehen- 
lassen; 2 Min. zentrifugieren. 


ml Cvclohexan-Extrakt (obere Phase) 
+ mi Bathophenanthrolin-Lg. | 











mischen. 












ml Eisen(III)-chlorid-Lge. 






mischen; nach genau 60 Sekunden 
(Stoppuhr!) Arbeitsschritt 5 aus- 
führen!! 


ml Phosphorsäure-Ig. 









mischen. 






Innerhalb von 5 Min. P, L und St 
gegen Wasser bei 536 nm photo- 
metrieren. 
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EMMERIE-ENCGEL- | Plasma, Serum, Ra 
VITAMIN E irdae en 102.0 


Berechnung: 








x amol Vit. E/1000 ml Plasma 
(Serum, Milch) 


Nur frische Proben zur Vitamin E-Bestimmung einsetzen. Di- 
rekte Sonneneinstrahlung auch bei der Durchführung der Be- 
stimmungen unbedingt vermeiden. 


Kolostrum (Milch bis 24 Stden. p.p.) ist vor dem Einsatz 
mit dem gleichen Vol.-Teil dest. Wasser zu verdünnen. Das 
Berechnungsergebnis ist mit dem Faktor 2 zu multiplizieren. 


Die Küvetten sind im Küvettenhalter durch Unterlegen eines 
ca. 3 mm starken Gummiplättchens anzuheben. 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1981 


Wiederauffindung: 
Präzision: 


in der Serie 
(n = 


Probenanzahl/Tag - AK:mind. 60 (Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin:: 1, 10. 82 
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Die Proben werden mit Säure aufgeschlossen, das Se6+ zu Se4+ 


reduziert und mit DAN umgesetzt. Das entstehende 4,5-Benzo- 
piazselenol wird fluorimetrisch bestimmt. 


Serum, Plasma, Milch, Leber, Futtermittel 





Reagenzien: 





























65 % 


Salpetersäure 
D.a. 


Perchlorsäure 70 % 
D.Aa. 


Schwefelsäure %6 % 
DIR. 


Aufschlußgemisch 9 Vol.-Teile Salpetersäure, 
3 Vol.-Teile Perchlorsäure und 
1 Vol.-Teil Schwefelsäure 


mischen. 
Trichloräthylen 
p».a. 
Salzsäure p.a. 31% 
Salzsäure 6 M a) Gleiche Volumenteile konz. 
Salzsäure und dest. Wasser 
mischen. 


0,6 M b) 10 ml Lg. a mit dest. Wasser 
zu 100 ml auffüllen. 


0,1 M c) 16,7 ml Lg. a mit dest. Was- 
ser zu 1000 ml auffüllen. 


Ammoniak-Lg. 25% 
p.a. 


Ammoniak-Lg. 2,5% 100 ml konz. Ammoniak-Lg. mit 


dest. Wasser zu 1000 ml auf- 
füllen. 


Kresolpurpur-Ig. 0,2 % 100 mg m-Kresolpurpur in 1 ml 
dest. Wasser (5 Tr. Ammoniak- 
Ig. (2,5 %) zugeben) lösen; mit 
dest. Wasser zu 50 ml Lg. ver- 
dünnen. Lg. durch ein weiches 
Filter filtrieren. 


| Fortsetzung Blatt 2 
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Reagenzien (Fortsetzung): 








CHK-Lg o 

















Cyclohexan rein 














DAN-Lg o 
















































































Selen- 
Standard-Ig. 




































0,01 % 


250 mg/ 
1000 ml 


0,5 mg/ 
1000 ml 


Fluorimetrische Bestimmung biol, 
SEIEN mit DAN tee 0 


1 g Chelaplex III p.a. und 
2 g Hydroxylaminhydrochlorid 
(NH>2OH » HC1) p.a. in dest. 
Wasser lösen, 25 ml Kresol- 
purpur-Lg. zugeben und zu 
1000 ml mit dest. Wasser auf- 
füllen. 


Fraktioniert destillieren 

(Kp: 80,8 °C) 
(Fluoreszenzintensität & 2 Ein- 
heiten!!) 


100 mg 2,3-Diaminonaphthalin, 
rein (FERAK) in 100 ml 0,1 M 
Salzsäure lösen. 

Lg. mit 10 ml Cyclohexan im 
Scheidetrichter extrahieren 

(1 Min.). DAN-Lg. (untere Phase) 
in Becherglas mit 10 ml Cyclo- 
hexan ablassen. Obere Phase 
verwerfen, Scheidetrichter mit 
0,1 M Salzsäure ausspülen. 
Inhalt des Becherglases erneut 
im Scheidetrichter extrahieren. 
Operation so oft wiederholen 
(max. 10 x!), bis die Fluoreszenz 
des Cyclohexanextraktes & 50 
Skalenteile wird! (Anmerkung 1) 
Anschließend 1 Vol.-Teil DAN-Ig. 
mit 9 Vol.-Teilen 0,1 M Salzsäure 
verdünnen. 

Aufbewahrung in dunkler Flasche 
unter einer 5 mm-Cyclohexan- 
Schicht bei ständig 2-5 °C. (An- 


'merkung 2) 


Haltbarkeit: mind. 8 Wochen 


a) 0,3513 g Selendioxid (SeO>) 
unter Zusatz von 3 Tropfen 
konz. Salpetersäure in dest. 
Wasser lösen. 

Ig. mit dest. Wasser zu 1000 
ml auffüllen. 


b) 2 ml Lg. a nach Zusatz von 
3 Tropfen konz. Salpetersäure 
mit dest. Wasser zu 1000 ml 
auffüllen. 
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Fluorimetrische Bestimmung | Plasma ur 
Ausführung: 


ne enj 


P 
01m Da er 
162100 Plasma dest. Se-Stand.- 
(Serum) Wasser Lg. b 


AI ml Aufschlußgemisch 
Blöcke 






























Nacheinander in Al-Blöcken ver- 
schiedener Temperatur veraschen: 

10 Min. bei 140 °C, 

10 Min. bei 180 - 185 u 

16. Nin. nei 2275 - 230 oc. 
Abkühlen lassen. 







ml 6 M Salzsäure 





2 Min. im Al-Block (140 °C) er- 
hitzen; abkühlen lassen. 












ml CHK-Le. 
ml Ammoniak-LIg. (2,5 %) 
(Mit den Lgen. RG-Wandungen ab- 
spülen!) 

mischen; weiter tropfenweise 
Ammoniak-Lg. (2,5 %) zugeben, bis 
Mischung rosa wird (pH 2,0-2,3). 














ml DAN-Lg. (2-5 oC!!) 








mischen; 30 Min. im Wasserbad 
(60 °C) erwärmen, abkühlen auf 
Zimmertemp. 


ml Cyclohexan 





15 Min. mäßig schnell schütteln 
(Schüttelmaschine!), 






10 


Fluoreszenzmessung des Cyclohexzan-| 11, 
Extraktes (obere Phase), 12 


s. Blatt 8 






Berechnung 


Blatt, 3 
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Fluorimetrische Bestimmung : 
Ausführung: 


Geräte Ausführung 
kungen 


P 
0,4 ml 00a —— ml 
ed Milch dest. Se-Stand.- 
Wasser Ig. b 


Al- ml Aufschlußgemisch 


Blöcke Nacheinander in Al-Blöcken ver- 
schiedener Temperatur veraschen: 
15 Min. bei 140 °C, 
15 Min. bei 180 - 185 °C. 
Abkühlen lassen. 










































ml Salpetersäure (65 %) 


einander in Al-Blöcken ver- 

schiedener Temperatur erhitzen: 
15 Min. bei 180 - 185 °C, 
50Min. bei 225 - 23096, 

Abkühlen lassen. 


ml 6 M Salzsäure 


2 Min. 
hitzen; abkühlen lassen. 









(25 %) 
Lgen. RG-Wandungen ab- 


ml Ammoniak-Lg. 















spülen!) 
mischen; weiter tropfenweise Ammo 
niak-Lg. (2,5 %) zugeben, bis MWi- 
schung rosa wird (pH 2,0-2,3). 








ml DAN-Ig. (2-5 0C!) 


mischen; 30 Min. im Wasserbad 
(60 °C) erwärmen; abkühlen auf 
Zimmertemp 









ml Cyclohexan 


75 Min. mäßig schnell schütteln 
Er er ls 





Berechnung: eniattg 
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Fluorimetrische Bestimmung 


Ausführung A (Anmerkung 20): 


Gerät e Ausführung 
— Z — —Ö— e 


5,0:ml 5,0 a 
Leber dest. Se-Stand.- 
(Frisch- Wasser Le. D 
substanz) 


Säureaufschluß nach Arbeitsvor- 
schrift A 05.3 (Organe). 





ml Aufschluß-Lg. (aus Arbeitsschritt 
4 der Arbeitsvor- 
Schriitnä 05.3 
(Organe)) 

ml 6 M Salzsäure 


2 Min. im Al-Block 

hitzen; danach warme Proben im 
Ständer kurz schütteln; abkühlen 
lassen. 


mil CHK-Ig. 
ml Ammoniak-Lg. (2,5 %) 


Mit den Lgen. RG-Wandungen ab- 
spülen!) 

mischen; weiter tropfenweise Ammo- 
niak-Lg. (2,5 %) zugeben bis Mi- 
schung rosa wird (pH 2,0-2,3). 


ml DAN-Ig. (2-5 °C!) 


mischen; 30 Min. im Wasserbad 
(60 °C) erwärmen; abkühlen auf 
Zimmertemp. 


ml Cyclohexan 


5 Min. mäßig schnell schütteln 
(Schüttelmaschine!), 





BeSEbnung: s. Blatt 8 


Blatt 5 
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Fluorimetrische Bestimmung 


Ausführung B (Anmerkung 20% 


Geräte Ausführung 
kungen 
| r L St 






















RG 0,1g 0,1m 0,1 ml 
16x100 Leber- dest. Se-Stand.- 
homo- Wasser Lg. b 


genat 













ml Aufschlußgemisch 






Nacheinander in Al-Blöcken ver- 
schiedener Temperatur veraschen: , 

196 M insbes 440.96, 

15 Min. bei 180 - 185 °c, 

15 Min. bei 225 - 230 °c, 
Abkühlen lassen. 






ml 6 M Salzsäure 


2 Min. im Al-Block 
hitzen; danach warme Proben im 
Ständer kurz schütteln, abkühlen 
lassen. 















2 ml Ammoniak-Lg. (25 %) 


Mit den Lgen. RG-Wandungen ab- 
spülen!) 
mischen; weiter tropfenweise Ammo- 
niak-Ig. (2,5 %) zugeben, bis Mi- 

schung rosa wird (pH 2,0-2,3). 


ml DAN-Ig. (2-5 °C) 
mischen; 30 Min. im Wasserbad 


e Al- 

Blöcke 

k- 
(60 °C) erwärmen; abkühlen auf 
Zimmertemp. 


ml Cyclohexan 
Min. mäßig schnell schütteln 
Einen 
Fluoreszenzmessung des Cyclohexan- 
Extraktes (obere Phase). 


Berechnung: 
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Ausführung: 


Geräte Ausführung 
TREE TEEN en 


UOTE 1, 02m!  _ ml 
Futtermittel dest. Se-Stand.- 
(Trocken- Wasser Lg. b 
substanz) 


Säureaufschluß nach Arbeitsvor- 
schrift A 05.3 (Futtermittel) 


Aufschluß-Lg. (aus Arbeitsschritt 
RG 4 der Arbeitsvorschrift A 05.3 
(20 ml) (Futtermittel) 

6 M Salzsäure 


30 Min. im Wasserbad 
wärmen. 





; Ammoniak-Lg. (25 %) 


Mit den Lgen. RG-Wandungen ab- 
spülen!) 

mischen; weiter tropfenweise Ammo- 
niak-Lg. (2,5 %) zugeben bis Mi- 
schung rosa wird (pH 2,0-2,3). 


4 DAN-Lg. (2-5 °C!) 
| mischen; 30 Min. im Wasserbad 


(60 °C) erwärmen; abkühlen auf 





Zimmertemp. 
3 Cyclohexan 
schütteln. 
Fluoreszenzmessung des Cyclohexan- 
Extraktes (obere Phase). 
Berechnung: ‚s. Blatt 8 
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Fluorimetrische Bestimmung | biol. 
Sure mit DAN Katerial  ! 08-1 


Berechnung: 


p„mol/1000 ml 
p„mol/1000 ml 


Milch - amol/1000 ml 
Kolostrum . 25 amol/1000 ml 


"Weber-Frischsubstanz 
(Aufschluß-Ig.) me/1000 g 


Leber-Frischsubstanz mg/1000 g 
(Homogenat) mg/1000 g 


Futtermittel-Trocken- 
substanz 
(Aufschluß-Lg.) mg/1000 & 
mg/1000 g 


Umrechnung: 
1 amol Se/1000 ml = 0,079 mg Se/1000 ml 
(= ppm Se) 


1 mg Se/1000 g (= ppm Se)= 12,66 nmol Se/1000 g 
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Anmerkungen: 


Fluorimetrische Bestimmung | biol. 
Br! mit DAN Material 9 Y °°-! 


Die Cyclohexanextrakte bei der Herstellung der DAN-Ig. 

sollten zusammen mit den Cyclohexanextrakten von P, L und 
St, die nach der Messung anfallen, gesammelt werden. Nach 
fraktionierter Destillation kann das Cyclohexan wieder ver- 
wendet werden. 


Die DAN-Lg. wird durch Luft-, Licht- und Temperatureinwir- 
kung schnell unbrauchbar. Die Ig. ist deshalb nur zum Do- 
sieren aus dem Kühlschrank zu nehmen. 


RG (16x100 mm) und Schliff-RG vor dem ersten Gebrauch mit 
6 M Salzsäure und anschließend mit Leitungs- und destil- 
liertem Wasser spülen. Bei Wiederverwendung ausschließlich 
für die Se-Bestimmungen ist eine Reinigung mit Leitungs- 
und destilliertem Wasser ausreichend. 


Bei Plasma-(Serum-)Se-Konzentrationen unter 1,0 „mol 
/1000 ml (z.B. bei Saugferkeln) 0,2 ml Plasma (Serum) ein- 
setzen. 


Bei Kolostrum (bis 24 Stden. p.p.) sind nur 0,2 ml einzu- 
setzen. 


Die Bohrungen der Al-Blöcke müssen so tief sein, daß die 
RG mindestens 35 - 40 mm eintauchen. Die Blöcke sind außen 
mit Asbestpappe zu isolieren. Die Isolierung muß den Me- 
tallkörper nach oben so weit überragen, daß die aus dem 
Block herausragenden RG bis auf 10 - 15 mm mit umschlossen 
werden. Dadurch wird verhindert, daß die beim Erhitzungs- 
und Veraschungsprozeß entstehenden Dämpfe im oberen (küh- 
leren) Teil der RG kondensieren und zurücklaufen. 

Es ist in jeder Blockbeschickung 1 Standardprobe, 1 Leer- 
wert und 1 Kontrollserum-Probe mitzuführen. 


Die Veraschungsrückstände müssen farblos sein. Evtl. muß 
noch einmal 5 - 10 Min. bei 225 - 230 °C erhitzt werden. 
Ist anschließend der Rückstand immer noch verfärbt, so 

sind nach dem Abkühlen 0,1 ml Salpetersäure (65 %) zuzuge- 
ben. Die Mischung ist je 10 Min. auf 180 - 185 °C und 225 - 
230 °C zu erhitzen. 

Gelbliche oder bräunliche Aufschluß-Rückstände sind grund- 


sätzlich nicht weiter zu verarbeiten (Erhöhung der Fluores- 
zenzwerte!) 


Fortsetzung Blatt 10 


Blatt 9 
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Fluorimetrische Bestimmung | biol. M 08.1 
mit DAN Material e 


Anmerkungen (Fortsetzung von Blatt 9): 


Zur besseren Einschätzung des erreichten pH-Wertes emp- 
fiehlt es sich, Vergleichslösungen aus je 2 ml 0,01 M 
(pH = 2,0) und 0,005 M (pH = 2,3) Salzsäure und 1 Tropfen 
Kresolpurpur-Lg. herzustellen. Der richtige Farbton (rosa) 
liegt zwischen den Farbtönen der beiden Vergleichslösungen. 
Bei Übertitration (gelber bis purpurner Farbton) ist mit 
0,6 M Salzsäure zurückzutitrieren. 


















Vor der Zugabe der DAN-Lg. sind Arbeitsunterbrechungen von 
mehreren Tagen möglich. 

Nach Zugabe der DAN-Lg. sind die restlichen Arbeitsschritte 
zügig hintereinander durchzuführen. 


Zum Verschließen der RG z.B. Tablettenröhrchenverschlüsse 
verwenden. RG auf einer Schüttelmaschine in Schräglage 

. (500) schütteln. 

Schliff-RG (Blatt 6) sind mit der Hand intensiv zu schüt- 
teln. 


Meßanordnung am SPEKOL (entspricht Arbeitsvorschrift 
V 01.2, Anmerkung 2): 


Geräte: SPEKOL mit Fluoreszenz-Meßansatz FK1 
Zusatzeinrichtung QL (Quecksilberlampe) 
Primärwellenlänge: 366 nm 
Filter UG2 zwischen FK1 und Licht- 
austrittsspalt am SPEKOL 
Sekundärfilter: 500-3000 nm (0G4) 
Zusatzverstärker ZV (Verstärkerstufe 200) 
Photovervielfacher PhoM (Verstärkerstufe 3) 


Eichung: Einstellung der Fluoreszenzintensität des 
farblosen Glasstandards WG9 auf 55 Skalen- 
teile; dabei ist der Zusatzverstärker ZV auf 
die Verstärkerstufe 50 zurückzustellen. 


Die Küvetten sollten bei Nichtgebrauch in halbkonzentrier- 
ter Salpetersäure aufbewahrt werden. Vor Gebrauch mit dest. 
Wasser, Athanol und Cyclohexan spülen. und vor Meßbeginn 


vergleichsweise den Fluoreszenzwert (mit Cyclohexan) be- 
stimmen. 






















Die Milchproben (außer Kolostrum) sollen schwarz werden, 
ansonsten ist die Veraschungszeit um einige Minuten zu ver- 
längern. 





Die Proben werden gelb bis gelbbraun. 


Fortsetzung Blatt 11 


Blatt:i 10 
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Fluorimetrische Bestimmung | biol. 
mit DAN | Material 





Anmerkungen (Fortsetzung von Blatt 10): 





Treten durch die pH-Einstellung Volumenunterschiede se >” 
ml bei den einzelnen Proben auf, so sind alle Ansätze mit 
dest. Wasser auf ein einheitliches Endvolumen zu bringen. 


Die Veraschung nach Arbeitsvorschrift A 05.3 sollte nach 
Beginn der Entstehung von weißen Perchlorsäurenebeln roch 
15 Min. fortgesetzt werden. Die Aufschluß-Lösung muß völ- 
lig farblos sein. 


Aufschluß-Lg. vor Entnahme aus dem Meßkolben (graduierten 
RG) schwenken und 5 Min. absetzen lassen. 


Nach Zugabe von Salzsäure färbt sich die Mischung gelbgrün 
durch Chlor. Durch kurzes Schütteln der warmen Proben im 
Ständer soll überschüssiges Chlor entweichen. 


Bei Se-Konzentrationen unter 0,1 mg/1000 g sind 4 ml Auf- 
schluß-Lg. einzusetzen. 


Ausführung B ist geeignet für homogenisierte Leberproben, 
in denen nur Selen bestimmt werden soll. Ausführung A ist 
dagegen anzuwenden, wenn in der Aufschluß-Lg. auch noch 
andere Spuren- und Mengenelemente erfaßt werden sollen. 


Es ist darauf zu achten, daß beim Einwägen der Leberproben 
keine Substanz im oberen Teil des RG hängenbleibt! 


Bei Se-Konzentrationen unter 0,1 mg/1000 g sind 0,2 g Leber- 
Homogenat einzusetzen. 





Methodenmerkmale: 
Methodenbearbeitunge: IaT Eberswalde-Finow, 1981 
Wiederauffindung: 100 % 
Präzision: 
in der Serie; 
220) s%£3 
von Tag zu Tag: 
(n = 20) s%&6 


| Probenanzahl/Tag - AK: mind, 80 (Einfachbestimmungen) 








Verbindlichkeitstermin: 1. 10. 82 


Blatt 11 
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ALKALISCHE 


PHOSPHATASE (AP) 


Orthophosphatmonoester-phosphohydrolase 


EC 3.1.3.1 


Kinetischer Test (modifizierter FERMOGNOST ® -AP-Test): 
siehe Arbeitsvorschrift E 12.2 


Milch (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 





siehe Arbeitsvorschrift E#r12,2 


Ausführung: 


MED 


u 
Fe 


8 








Ausfü Een 
kungen 


1.00 ml Nitrophenylphosphat-Puffer-Lg. 









5 Min. im Wasserbad (37 °C) er- 
wärmen. 








+ 0,04 ml IB - 
Milch 
(verdünnt u. entfettet) 













mischen; 2 - 3 Min. weiter im 
Wasserbad belassen und danach 
in temperierte (37 °C) Küvetten 
überführen. 


Extinktion von P gegen Wasser 
bei 405 nm sofort und danach 
noch dreimal im Abstand von 

ı Min. bei 37 °C messen. 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE (AP) Inemestier | Milch BE 12.2.1 


Berechnung: 


Es sind die Differenzen aus zwei aufeinanderfolgenden 
Extinktionsmessungen zu berechnen. 

Aus den drei berechneten 4E ist der Mittelwert AR zu 
bilden. 


AE - F» 2,0 = x U AP/1000 ml Milch 


AE- F 


30 y akat/1000 ml Milch 


Milcheinsatz 
(verdünnt u. entfettet) 
0,04 ml 0,02 ml 


(Anmerkung 6) 





Anmerkungen: 


Lagerzeit der Milchproben bis zur AP- "Bestimmung: 
Zimmertemp.: Milch sofort kühlen; 2 -5 O0: max. 24 Stunden; 
£-12 °C: mind. 2 Monate. 
Die Milch (oder Kolostrum) ist für den Einsatz in folgender 
Weise aufzubereiten: Milch mit dem gleichen Volumen Wasser 
verdünnen, auf 2 -— 5 °C kühlen und 1 Min. zentrifugieren. 
Obere Fettschicht mit einem Glasstab an die Gefäßwand 
drücken. Die grob entfettete Milch abnehmen und mit dem 
gleichen Volumen Tetrachlorkohlenstoff durchschütteln 
(30 Sek.). Zentrifugieren. Obere Phase für die AP-Bestim- 
mung einsetzen, 


Beachte die Anmerkungen 2 und 3 der Arbeitsvorschrift 
er.2,2, 


Nach dem Zugeben der Milch zu der basischen Substrat-Lg. 
verringert sich in den ersten Minuten die Trübungsintensi- 
tät der Mischung. Erst nach 2 - 3 Min. ist ein stabiler 
Zustand erreicht und die kinetische AP-Aktivitätsmessung 
wird möglich. 


Beachte die Anmerkung 4 in der Arbeitsvorschrift E 12.2. 


Es ist besonders darauf zu achten, daß AE zwischen zwei 
aufeinanderfolgenden Messungen konstant ist. Ansonsten 
wird im Abstand von 1 Min. so lange weiter gemessen, bis 
eine konstante AE über 3 Min. erreicht wird. 


Beachte Anmerkung 5 in der Arbeitsvorschrift E 12.2. 
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AIKALISCHE PHOSPHATASE (AP) er Milch E 12.2.1 


Methodenmerkmale: 





IaT Eberswalde-Finow, 1980 


Präzision: 


in der Serie: 
(n = 20) 


von Tag zu Tag: 
(n ='10) 


Probenanzahl/Tag . AK: mind. 100 


(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1, 10382 
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ANORGANISCHES PHOSPHAT M 06.2 


Phosphat-Ionen werden in saurer Lösung mit Molybdat zu 


Molybdatophosphorsäure umgesetzt, die mit Malachitgrün eine 
blaugrüne Additionsverbindung ergibt. 


Plasma, Serum 





Reagenzien: 
Reagenz Konz. Herstellung 


Polyvinylalkohol- 0,5% 5 g Polyvinylalkohol unter in- 

Ig. tensivem Rühren in warmem dest. 
Wasser lösen und zu 1000 ml 
auffüllen. 


Malachitgrün-Lg. 5 mM 1,82 g Malachitgrün in 1000 ml 
Polyvinylalkohol-Lg. lösen. 


Ammoniummolybdat- 10 mM 12,35 g Ammoniummolybdat p.a. 

Lg. ((NHA)6Mo70244H50) in 500 ml 
dest. Wasser lösen, 500 ml 
konz. Salzsäure zugeben. 


Farblösung Zu 100 ml Malachitgrün-Is. 
80 ml Ammoniummolybdat-Le. 
geben; mit dest. Wasser zu 
1000 ml auffüllen. Vor Gebrauch 
30 Min. stehenlassen. 
Haltbarkeit: mind. 6 Wochen 


Standardplasma Als Standardplasma ist ein 
Richtigkeitskontrollserum 
(SERULAT LN, PRECILIP, MONITROL) 
mit bekannter Konzentration an 
anorg. Phosphat oder ein be- 
liebiges Plasma, dessen Pa- 
Konz. nach Methode M 06.1 ein- 
gestellt wurde, einzusetzen. 
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al  Malachitgrün- Plasma 
ANORGANISCHES PHOSPHAT Methode (o.E.) M 06.2 


Ausführung 


kunge 


0,01 ml 0-01 mi destı. 0,01 ml 
Plasma Wasser Standard- 
(Serum) Plasma 


+ 2,00 ml Farblösung 


mischen; 15 Min. im Wasserbad 
(60 °C) erhitzen, auf Raumtemp. 
abkühlen lassen. 


P und St gegen L bei 560 nm photo- 
metrieren. 


x mmol P anorg, )/ 1000 ml Plasma (Serum) 


are ıPp -Konzentration des Standardplasmas 
(anorg.) in mmol/1000 ml 


Umrechnung: 1 mmol Pr unorg.)/7000 ml = 3,0974 mg N y, 


100 ml 
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Mealachitgrün- Plasma 
ANORGANISCHES PHOSPHAT Methode (o.E.) M 06.2 | 


Anmerkungen: 


Die H-RG müssen vor Gebrauch mit verdünnter Salzsäure ge- 
waschen, mit bidest. Wasser gespült und getrocknet werden 


(Achtung! Größte Sauberkeit, Methode ist sehr empfindlich). 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1977 


) | Wiederauffindung: u DERE [er 


Präzision: 





in der Serie: 


(n = 20) a ge 


von Tag zu Tag: 
(n = 20) 5 %% 3,0 


Probenanzahl/Tag_ - AK: mind. 150 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 
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ARGINASE 
(L-Arginin-Ureohydrolase; 3.5.3.1.) 












Kolorimetrische Methode: 


Arginin katalysiert die Reaktion: 






L-Arginin + H,O —  L-OÖrnithin + Harnstoff 


Im Reaktionsgemisch wird anschließend Ornithin durch Umsetzung 
mit Ninhydrin im essigsauren Medium quantitativ bestimmt. 


| Plasma, Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 
Reagenz | Konz. Herstellung 







Maleinsäure-Lg. 2,9 g Maleinsäure in ca. 250 ml 
dest. Wasser lösen. Mit 1 N bzw. 
0,1 N Natronlauge auf pH 9,7 bis 
9,8 einstellen (Glaselektrode). 
Lg. vollständig einsetzen unter 


Nrvs43 


Mangansulfat-Lg. ıM 4,225 g Mangansulfat p. a. 
(MnS04 » H20) in dest. Wasser 
zu. 25 ml Le. lösen. 


Aktivator-Ig. Zu 25,0 ml Mangansulfat-Lg. 
langsam unter Schwenken die 
gesamte Maleinsäure-Ig. (s. 
Nr. 1) geben und zu 500 mil mit 
dest. Wasser auffüllen (pH- 
Wert der Mischung: 8,2 - 8,4). 
Ein evtl. auftretender Nieder- 
schlag ist nach ca, 12 Stunden 
abzutrennen. 

Haltbarkeit: In dunkler, gut 
verschlossener Flasche mehrere 
Monate haltbar. 


Arginin-Lg. 103 mM 1,8 g Arginin in dest. Wasser 

| zu 100 ml Lg. lösen. 
Trichloressig- ca. 10 g Trichloressigsäure in 
säure-Lg. 10 % 90 ml dest. Wasser lösen. 
(TCE-Lg.) 


Fortsetzung s. Blatt 2 


Blatt 1 















\ Hat Tee ‚TR i NE TR TEE 
Arreren erigutrgen t70, 
:ncobiNaef „th sratayleded En o 
H + trier  —— BR + atabgTa- ee 
« ed’ m En 3 
ah nt? Kerr Krıe Ge tidamsa Brite ı salmegenold auf 
R iattiuaen muiboel asnuzentaes mt albıbraigsz 
en 
ansteuern A) 
a Er Yan a TOTER EEE TEN <. 


+ 
| er irn. RS Tale) re EEE ET TEE" RE 


r 
u € we en 
PB m .% EL wTEn zz 


Nr: = 200 Bu Ze RN RR N 7 Er ENTE. Wr 
untelaM > 0,$ ‚sl-eruBankt Tan 


ar J 
2 


= 


l f nz „A-1703 tayı zu A 
2 “ v oo ET u Eu, f 


> 
EA 


K 
° ie] 
M 3, 
U a 
» = 
em .:. a 
F} = = 
= 
c K 


4 > a f = 7 r°% F 3 

. ne ti h% im 201 De > 
* Ex YI 2 | ’ Br 
f a di 3 \ r 5 ‘ mn re . a BanT ” valdohn 
TER et „ner 





nn ee BERBEEN TIVER Auen A ee 


ARGINASE | Kolorimetrische Methode ET 


Reagenzien (Fortsetzung): 


Säure-Mischung 6 Vol.-Teile Eisessig p. a. 
und 4 Vol.-Teile 6 N Phosphor- 
säure (136,5 ml 85 %ige Phos- 
phorsäure langsam zu 800 ml 
H>20 geben, zu 1000 ml auffül- 
len) mischen. 


Ninhydrin-Ig. 2,5 g Ninhydrin in 100 ml Säu- 
re-Mischung lösen. Kühl und 
dunkel aufbewahren. 


Eisessig p. a. 


Ornithin-Stand.-Ig. a) 0,1982 g Ornithin (bzw. 
(Anmerkung 2) 0,2529 g Ornithinmonohydro- 
| | chlorid in dest. Wasser 

zu 50 ml Lösung lösen 

(= 30 umol/ml). 


ı ml Ig. a mit dest. Wasser 
zu 100 ml auffüllen 

(= 0,3.amol/ml). 

0,9:542,03 804554509 m! Lg. bı 
mit dest. Wasser zu 10 ml 
auffüllen 

(= 0,015; 0,06; 0,09; 0,12 
amol/ml). 


Konzentrationen im Testansatz; 


Arginin: 51,5 mM 
pH-Wert: 9,8 
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ARGINASE | Kolorimetrische Methode B 17.1 


Ausführung 


kungen 


0,10 ml Plasma 0,10 ml Standard-Serum 
(Serum) 
: 


bei 55 00 im Thermostat vorinkubie- 
ren (Zeit genau einhalten!). 
Abkühlen im Eiswasser. 



















0,10 ml Mischung 0,10 ml Mischung 






sofort weiter- sofort wei- 
verarbeiten terverarbeiten 






nach Arbeits- nach Arbeits- 
schritt 6 ff schritt 5 ff 














PA verschließen; 30 Min. bei 37 °C 
im Thermostat inkubieren (Zeit ge- 
nau einhalten!). Danach sofort in 
Eiswasser stellen. 









ml EEE 







; zentrifugleren. 
sofort abnehmen. 












0,25 ml Überstand 
0,25 ml Eisessig 
0,25 ml Er ne 









0 Min. be [6 
Heizblock th Abkühlen in 
kaltem Wasser. 






0 ml Eisessig 







P, P), St und St; bei 515 nm gegen 
Wasser er 5 Stunden photo- 
metrieren. 
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ARCINASE | Kolorimetrische Methode E 1701 


Berechnung: 








x U Arginase/1000 ml Plasma (Serum) 


U Arginase/1000 ml des 
Standardserums 


s. dazu auch Anmerkung 


Anmerkungen: 


Bei der Plasmagewinnung nur Heparin als Antikoagulanz ver- 
wenden. Max. Lagerzeit der Proben bis zur Arginase-Aktivi- 
täts-Bestimmung: 


2 - 5 °C: ca. 1 Woche; £-12 °C: mind. 6 Monate 


Hämolytische Proben (auch schwach hämolytische) nicht ein- 
setzen!! 


Die Ornithin-Standard-Lgen. c werden benötigt zur Bestimmung 
der Arginase-Aktivität der Standardseren: Jeweils 0,25 ml 
dieser Lgen. (und als Leerwert des Standardansatzes 0,25 ml 
Wasser) werden in Arbeitsschritt 7 an Stelle des "Überstan- 
des" eingesetzt und die Farbreaktion entsprechend Vorschrift 
(Arbeitsschritte 7 - 9) durchgeführt. 


Die Meßergebnisse sind graphisch darzustellen: der gerade 
Teil der Eichkurve entspricht dem Meßbereich des Spekol. 


Auf Grund der relativ geringen Stabilität der Ornithin- 
Stand.-Lgen. c empfiehlt es sich, mit frisch angesetzten 
Ornithin-Stand.-Lgen. c ein oder mehrere Standardseren 
(z. B. Precilip, Monitrol oder Tierseren) einzustellen. 
(Durchführung: Arbeitsschritte 1 - 9 für Standardserum; 

Arbeitsschritte 7 - 9 für range 

Lg. 

und diese weiterhin als Berechnungsgrundlage für weitere 
Proben zu nehmen (s. Abschnitt "Berechnung"). 


Berechnung der Arginase-Aktivität eines Standardserums mit 
Hilfe einer Ornithin-Stand.-Ig. c: 


- = x U Arginase/1000 ml Plasma 
Ssto (Serum) 


(Legende siehe Blatt 5)| 
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ARCINASE | Kolorimetrische Methode E17. 


Anmerkungen (Fortsetzung): 


c: Konzentration der Ornithin-Stand.-Lg. e in amol/ml 















Eoz > Est : Extinktionen der Standardserumprobe und des 
L Leerwertes dieser Probe 
Es+o Esto ı Extinktionen der Ornithin-Stand.-Probe und 
L des Leerwertes dieser Probe 
V: Plasma-(Serum)Menge im Farbansatz in ml 
| (= 0,00895 ml) 
t: Inkubationszeit in Min. (= 30 Min.) 


Es ist wichtig, sofort nach dem Zentrifugieren den Über- 
stand vom Eiweißniederschlag abzutrennen. Der Überstand 

kann bis zur Weiterverarbeitung entsprechend Arbeitsschritten 
7 £ einige Stunden kühl und dunkel aufbewahrt werden. 


Bei Extinktionen außerhalb des Meßbereiches des Spekol 

(s. Anmerkung 2) sind die Messungen in Küvetten geringer 
Schichtdicke zu wiederholen. Bei sehr starken Erhöhungen 
der Arginase-Aktivitäten ist die Inkubationszeit (Arbeits- 
schritt 5) zu verringern. 





Die Veränderungen in der Ausführungsvorschrift sind bei 
der Berechnung der Proben entsprechend zu berücksichtigen. 


Methodenmerkmale; 


Methodenbearbeitung: SYP Berlin, 1976/77 
IaT Eberswalde-Finow, 1980 


Präzision: 


in der Serie: 
(n = 10 


von Tag zu Tag: 
(n = 20) 


Probenanzahl/AK - Tag: mind. 100 


(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitsternin: 1. 10. 82 
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COERULOPLASMIN (CP) 


DPD-Methode: 


Das Cu-haltige dA>-Globulin Coeruloplasmin katalysiert die Oxy- 
dation von Substitutionsprodukten des Phenylendiamins in Gegen- 
wart von Sauerstoff. 

Die Oxydationsgeschwindigkeit ist proportional der Aktivität 
des Coeruloplasmins im Serum (Plasma). 









Serum, Plasma (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 
— Reagenz Konz. Herstellung 


EDTA-Lg. 0,01 M 0,372 g Chelaplex III in dest. 
Wasser zu 100 ml Lg. lösen. 


ae 0,1 M 27,2 g Natriumazetat 

(pH 6,1) (cH cOONa 3 H>0) in 950 ml 
dest. Wasser lösen. Ig. mit 
Essigsäure auf pH 6,1 einstel- 
len (Glaselektrode). 1,5 ml 
EDTA-Lg. zugeben, zu 1000 ml 
mit dest. Wasser auffüllen. 


0,01 M 0,209 g N,N-Dimethyl-p-phenylen- 
diammoniumchlorid in dest. Was- 
ser zu 100 ml Lg. lösen. 

Lg. täglich frisch bereiten. 
Kühl und vor allem dunkel auf- 
bewahren! 


Natrium- 0,1 M 0,65 g Natriumazid (NaN3) in 
azid-Lg. | dest. Wasser zu 100 ml Lg. 1ö- 
sen. 
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 GOERULOPLASMIN (CP) DPD-Methode E 16.1 


Ausführung: 


7,00 mE Puffer-Lg. 
+ 0, 01 ml Serum (Plasma) 


mischen; 5 Min. bei 37 °C 
temperieren. 


mischen; sofort in vorgewärmte 
(37 °C) 1-cm-Küvette überführen 


Extinktionsmessung sofort und 
noch weitere 3x in Abständen 
von 1 Min. bei 550 nm, 


1,00 ml Puffer-Ig. 
+ 0,01 ml Serum (Plasma) 
+ 0,15 ml Natriumazid-Ig. 


mischen; 5 Min. bei 237 °C 
temperieren. 


Die Arbeitsschritte 2° una 3° 
werden analog den Arbeits- 
schritten 2 und 3 durchge- 
führt. 
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COERULOPLASMIN (CP) | DPD-Methode BERG, 1 


Berechnung: 


Es sind jeweils die 3 Extinktionsdifferenzen AE aus je 
zwei aufeinanderfolgenden Extinktionsmessungen zu berech- 
nen und daraus die Mittelwerte AED bzw. Ab, zu bilden. 


(AEp - AE,) » 1000 
— 7 — = CF-Aktivität/s.1l Serum (Plasma) 


Zeitintervall zwischen 2 aufeinanderfolgenden 
Extinktionsmessungen in sek. 


- Serum (Plasma)-Volumen in ml 


Unter Berücksichtigung von b. ergibt sich in den konkreteni 
Fällen: 


(AEn -AE,)) * F = CP-Aktivität/s.l Serum (Plasma) 


60 60 60 24 
0701 07.09 0,02 0,01 
4666, 7,333%3 833,3 4166,6 
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COERULOPLASMIN (CP) | DPD-Methode E 16.1 


Anmerkungen: 


Als Antikoagulanz für die Plasmaherstellung ist nur Heparin 
zu verwenden. 

Max. Lagerzeit der Proben bis zur Coeruloplasmin-Bestimmung 
bei 2 - 5 0C: ca. 3 Tage; bei &-12 °C: mind. 6 Monate. 


Der Serum (Plasma)-Einsatz ist abhängig von der Tierart: 


Schwein: 0,010 ml 
Rind: 0,050 ml 
Ratte: 0,020 ml 


DPD-Lg. vor der Verwendung auf Zimmertemperatur erwärmen, 
dabei aber immer dunkel halten. 


Bei AE/Min. 20,050 ist das Meßintervall zu verkürzen. 


Es empfiehlt sich, für die Extinktionsmessungen den Meß- 
ansatz EK 5-aut mit Küvettenwechselautomatik und Kompen- 
sationsbandschreiber zu verwenden (Wechselautomatik mit 
60 bzw. 24 Sek. und Papiervorschub 20 bzw. 100 mm/MNin., 
Graufilter 10 einsetzen!) 


Zur Leerwertbestimmung (Autoxydation) kann ein beliebiges 
Serum oder Plasma verwendet werden. Der Leerwert wird in 
jeder Untersuchungsserie, mindestens aber 1x täglich be- 
stimmt. Das zugesetzte Natriumazid blockiert die kataly- 
tische Wirkung des Coeruloplasmins. 





Methodenmerkmale: 





Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1979 


Präzision: 


in der Serie: 
(n = 20) 


von Tag zu Tag: 
(B.= 20 


Probenanzahl/Tag - : mind. 150 
(Einzelbestimmungen) 
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Gesamt-JOD 
PROTEINGEBUNDENES JOD (PBJ) 
ANORGANISCHES JOD 


Sandell-Kolthoff-Methode: 


Das biologische Material wird mit Chlorsäure aufgeschlossen. 
Gebildetes Jodat wird anschließend mit As’t-Lg. zu Jodid re- 
Auziert, das die Reaktion: 


As?* + 2Ce** nm: „m As?* + 2 Ce’* 
katalysiert. 


Plasma, Serum (Anmerkung 1); Milch (Anmerkung 2) 


Reagenzien: 
Reagenz Konz. Herstellung 





Chlorsäure 125 g Kaliumchlorat p. a. 
(KC103) in 250 ml dest. Wasser 
durch Erhitzen lösen, In die 
heiße Lg. langsam und unter 
Umschwenken 110 ml Perchlor- 
säure (70 %) p. a. geben. 
Abkühlen lassen! Nach mind. 

12 Stunden über Glaswolle vom 
Niederschlag (KC104) absaugen. 
Chlorsäure kühl un dunkel 
aufbewahren! 


Uhromsäure-Ig. 0,180 g Chrom(IV)-oxid in 
100 ml dest. Wasser lösen. 


Chlorsäure-Chronm- 20 Vol.-Teile Chlorsäure mit 

säure-Mischung 1 Vol,-Teil Chromsäure-Ig. 
mischen. Mischung kühl und 
dunkel aufbewahren. 


As’*-Ig. 0,4N Zu ca. 100 ml dest. Wasser 
0,5 g Natriumhydroxid p. &. 
und 5,0 g Arsen(III)-oxid 
(As)03) p. a, geben und zum 
Kochen erhitzen. Nach voll- 
ständigem Lösen des Arsen- 
(III)-oxids abkühlen lassen; 
zu 250 ml mit Wasser auffüllen. 
Ig. kühl und dunkel aufbewahren. 


Fortsetzung Blatt 2 
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Gesamt-JOD Sandell- 


PROTEINGEBUNDENES JOD (PBJ) | Kolthoff- | Serum H 05,1 
ANORGANISCHES JOD Methode 


Reagenzien (Fortsetzung): 


Perchlorsäure- 225 ml Perchlorsäure (70 %) 
lg. langsam zu ca. 700 ml dest. 
Wasser zugeben. Zu 1000 ml 
mit dest. Wasser auffüllen. 





Schwefelsäure- 105 ml Schwefelsäure (konz.) 

Lg. langsam (!) zu ca. 800 ml dest. 
Wasser geben. Zu 1000 ml mit 
dest. Wasser auffüllen, 


Perchlorsäure- Perchlorsäure-Lg. u. Schwefel- 

Schwefelsäure- säure-Lg. zu gleichen Vol.- 

As3+t-Mischung Teilen mischen. In 1000 ml der 
Mischung 25 g Natriumchlorid 
p. a. lösen; 200 ml As’+-Ig. 
zugeben. 


Get*’-Ig. 24 g Ammonium-Cer(IV)-sulfat 
in 700 ml dest. Wasser lösen, 
100 ml konz. Schwefelsäure zu- 
geben, zu 1000 ml mit dest. 
Wasser auffüllen. 


Jod-Standard-Lg. a) 0,131 g Kaliumjodid (bei 
105 °C bis zur Gewichtskon- 
stanz getrocknet!) in dest. 
Wasser zu 1000 ml Lg. lösen. 
= 100 ag J/ml). Ig. por- 
tionsweise einfrieren. 
Haltbarkeit: mind. 1 Monat; 


1 ml Ig. a zu 100 ml Ig. auf- 
füllen m. dest. Wasser 

(= 100 ag J/100 ml). Lösun- 
gen täglich frisch bereiten. 


0,1; 0,35 0,5:ml. Der b mit 
dest. Wasser zu 10 ml auf- 
füllen. | 

(= 1,:3, 5 2g 0/100 mi) 
Lösungen täglich frisch 
bereiten. 


Ionenaustauscher 
WOFATIT SEW 
(Chlorid-Form) 
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PEREES CHEN) Bere 2.00 


Gesamt-JOD Sandell- 
PROTEINGEBUNDENES JOD (PBJ) I Kolthoff- 





ANORGANISCHES JOD Methode 


Ausführung: 


O nl Serum (Plasma; entfettete Milch) 


O 8 WOFATIT SBW 


5 Minuten schütteln. Kurz zentri 
fugieren. 

Überstand weiterverarbeiten nach 
Ausführung B. 
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Sandell- 
Kolthoff- 
Methode 


Gesamt-JOD 
PROTEINGEBUNDENES JOD (PBJ) 
ANORGANISCHES JOD 





Serum 
Ausführung: 


—— m mim 3 mem —— TE TE a En Ed GE 


(PBJ) 
- kungen 
0,10 ml Serum 0,10 ml Jod-Stand.- 


(Plasma, Lgen. c 
entfettete 
Milch) 


(0,10 ml Überstand aus A) 





Proben bzw. Standard-Lgen. auf den 
Boden der RG pipettieren!! 























Chlorsäure/Chromsäure-Mischung 






Nicht schütteln! Erhitzen im AL- 
Heizblock. 15 Min. bei 120 °C und 
30 Min. bei 160 °C (Nach 10 Min. 

weitere 0,05 ml Chlorsäure/Chron- 
säure-Mischung zugeben; jedes RG 

dazu kurz aus dem Heizblock her- 

ausnehmen); 

Auf Zimmertemp. abkühlen lassen. 






+ 1,20 ml Perchlorsäure-Schwefelsäure- 
As3+-Mischung 


Mischen. 20 Min. bei 37 °C. inkubie- 
ren. Im Eis/Kochsalz-Bad auf O0 °c 
abkühlen (5 Minuten) 






Mischen. Bei 37 °C im Thermostat 
inkubieren (10 Min.); anschließend 
sofort im Eis/Kochsalz-Bad abkühlen 
(ca. 5 Minuten). 






P und St bei 430 nm gegen Wasser 
photometrieren (innerhalb 15 Min.). 
Die Proben müssen kalt gemessen 
werden. Achtung! Küvette vor Ge- 
brauch im Eisbad abkühlen. Küvetten 
dürfen nicht beschlagen. 
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Gesamt-JOD | | -Sandell- 
PROTEINGEBUNBENES JOD (PBJ) Kelthoff- 


Serum 
Plasma 





ANORGANISCHES JOD Methode 


Berechnung: 


a) Die Extinktionen der Eichpunkte sind gegen deren Konzentra- 
tienen auf halblogarithmischem Papier (1g-Teilung der Or- 
dinate!) graphisch darzustellen. 



























:b) Die Konzentrationen der Probenansätze in ag/100 ml Serum 
(Plasma) sind auf der Eichgeraden abzulesen. 
c) = Gesamt-JOD ' (in ag/100 ml) 
- PROTEINGEBUNDENES JOD (in ag/100 ml) 





= ANORGANISCHES JOD 





(in ug/100 ml) 


Anmerkungen: 


Max. Lagerzeit der Proben bis zur J-Bestimmung: | 
Zimmertemp.: 24 Std.; 2 - 5 90: 2 Tage; &-12 °C: ca. .3 Mon. 


Milch ist vor Gebrauch bei 2 - 4 °C zü zentrifugieren und 
von der oberen Fettschicht abzutrennen. Operation wiederho- 
len. Die so entfettete Milch ist 1 Min. mit dem gleichen 
Volumen Chloroform zu schütteln und zu zentrifugieren. 
Obere Phase für Gesamt-JOD/PBJ-Bestimmung verwenden. 


Diese Arbeitsoperationen werden nur notwendig, wenn PROTEIN- 
GEBUNDENES JOD (PBU) und/oder ANORGANISCHES JOD bestimmt wer 
den sollen. 





Die RG müssen vor Gebrauch mit verd. Salzsäure (1. : 1) ge- 
waschen, gut mit dest. Wasser gespült und getrocknet werden. 


Bei der Bestimmung des PROTEINGEBUNDENEN JODS (PBJ). ist 
anstelle von Serum (Plasma) Überstand aus Ausführung A 
(Arbeitsschritt 1) einzusetzen. 


Die Serum (Plasma)-Menge gilt für’ Schweine. Bei Ferkeln 

(1. - 2. Lebenswoche) und Rindern ist die Einsatzmenge auf 
0,050 ml zu reduzieren. Den Probenansätzen ist dann 0,050 

ml dest. Wasser zuzufügen. Das Ergebnis ist mit 2 zu multi- . 
plizieren. > 


In jedem Probengestell sind Standardansätze für eine kon- 
plette Eichkurve mitzuführen. 


Am Ende der Erhitzungszeit müssen in allen RG etwa gleiche 
Flüssigkeitsmengen vorhanden sein. Gegebenenfalls müssen 


Br Standardansätze 5 Min. länger bei 160 °C erhitzt wer- 
en. 





Fortsetzung s. Blatt 6 
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Gesamt-JOD Rn Sandell- 
PROTEINGEBUNDENES JOD (PBJ) Kolthoff- 
ANORGANISCHES JOD Methode 






Anmerkungen (Fortsetzung): 


''9|Nach dem Abkühlen müssen die Rückstände eine rotorange 
Färbung (Auskristellisation von CrO3) annehmen. Grüne 
Probenansätze sind zu verwerfen und zu wiederholen. 


10|Die angegebene Inkubationszeit ist als Richtzeit zu be- 


. I|trachten. Die Probengestelle sind aus den Thermostaten zu 
nehmen, wenn der Standardansatz mit der höchsten Jodid- 
Konzentration nur noch sehr schwach gelb ist. 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1979 


f Wiederauffindung: 95 - 105 % 


Präzision: 


in der Serie: 
{nn = 714”) 


von Tag zu Tag: 
(2 = 20 ) 


Probenanzahl/Tag .« AK: mind. so 


(Einfachbestimmungen) 


T vVerbindlächkeitstermin: 1, 19,782 
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Albumine bilden mit Bromkresolgrün eine blaugrüne Anlagsrungs- 
verbindung. 


Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Bromkresolgrün- 0,6 mM 432 mg Na-Salz des Bromkresol- 
stammlösung grüns in dest. Wasser lösen; 
zu 1000 ml auffüllen, oder: 
419 mg Bromkresolgrün m 
10 ml 0,1 N Natronlauge im Mör- 
ser verreiben bis der Farbstoff 
gelöst ist. Lg. mit dest. Wasser 
zu 1000 ml auffüllen. 


Prüfung der Le.: 


2,0 ml der Lg. mit 0,01 N Natron- 
lauge zu 100 ml auffüllen. Die 
Extinktion dieser Verdünnung 
soll bei 615 nm 0,23 - 0,28 
(0,5-cm-Küvetten!) betragen. 

Bei Abweichungen ist weiteres 
Bromkresolgrün bzw. Wasser zur 
Stammlg. zuzugeben. 












Emulgator-Ig. 10 g Emulgator PRÄWOZELL W-ON100 
(VEB Chem. Werke Buna) mit 
dest. Wasser zu 100 ml verdünnen. 


Bromkresolgrün- 300 ml Bromkresolgrün-Stammlg., 
Gebrauchslg. 30 ml Emulgator-Lg., 600 ml Was- 
(BKG-Lg.) ser und 4 ml Eisessig p. a. mi- 
schen. Ig. mit 1: N Natronlauge 
auf pH 4,1 # 0,1 einstellen 
(Stuphan-Papier) und anschlie- 
ßBend zu 1000 ml mit Wasser auf- 
füllen. 
(Lg. muß olivgrün sein!) 
Lg. kühl und lichtgeschützt auf- 
bewahren! 


Fortsetzung: Blatt 2 
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ALBUMINE Bromkresolgrün-Methode 


Reagenzien (Fortsetzung): 


























Albumin-Standard-LIg. a) Der Albumingehalt eines Stan- 
dardserums der gleichen Tier- 
art ist elektrophoretisch zu 
bestimmen. 

Haltbarkeit: mind. 3 Monate 
bei & - 12 °C 
(Anmerkung 2) 


b) Ist die Bereitung eines Stan- 
dardserums nach a) nicht mög- 
lich, so kann ein Humanalbu- 
min-Standardserum (PRECILIP, 
MONITROL, ..) verwendet wer- 
den (s. Anmerkung). 


c) Sind die Möglichkeiten a) 
bzw. b) nicht gegeben, dann 
kann auch lyophilisiertes 
Humanserumalbumin (HSA) 

(F II Dessau) als Standard- 
substanz verwendet werden. 
Dazu sind 1 g HSA in 0,05 
%iger Natriumacid-Lg. zu 

20 ml Lg. zu lösen. Die Al- 
buminkonzentration der Ig. 
ist durch Eiweißbestimmung 
nach Methode E 01.1 zu er- 
mitteln. 

(s. Anmerkung ) 
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ALBUMINE Bromkresolgrün-Methode 


Ausführung 


Er. a 
kungen 


0,010 ml 0,010 ml 0,010 ml Alb.-Stand. 
Serum Wasser Lg. a od. b od.. c 


2,000 ml BKG-Gebrauchslg. 


sofort schnell und gründlich 
mischen (Glasstab!) 


P und St gegen L innerhalb von | 
10 Sekunden (!!) bei 628 nm 
photometrieren. 





Berechnung: 


== «a = x g Albumin/1000ml Serum 
Bst 


a = g Albumin/1000ml Standard-Ig. 


(Beachte Anmerkung 2) 
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ALBUMINE Bromkresolgrün-Methode E 04.1 


Anmerkungen: 


Das Serum ist frisch einzusetzen. Maximale Lagerzeiten bei 
2 - 5 0C: 3 Tage. Trübe Serumproben sind zu verwerfen! 


Serumproben, die als Standardseren verwendet werden sol- 
len, sind portionsweise einzufrieren (Haltbarkeit mind. 

3 Monate bei £-12 °C). Ihre Einstellung durch Bestimmung 
des Gesamt-Eiweißgehaltes und der Albumin-Konzentration 
durch Elektrophorese erfolgt an eingefrorenem und langsam 
aufgetautem Probenmaterial. 


Bei Verwendung von Standard-Lösungen aus Humanserumalbumin 
(entsprechend b) und c)) ist zu beachten, daß die Anlage- 

rung des Bromkresolgrüns an das Albumin tierartspezifisch 

ist. Bei der Berechnung der Ergebnisse sind deshalb Korrek 
turfaktoren F zu verwenden: 


Tierart Humanserum-Albumin als Standard 


Schwein 
Rind 


Die Methode ist so ausgelegt, daß die Reaktionsmischungen 
direkt in den H-RG unter Verwendung eines modifizierten 
Meßansatzes ER I photometriert werden. Die H-RG sind als 
Einwegmaterial zu verwenden! Ihr Durchmesser ist vor Ge- 
brauch zu überprüfen! Soll die Messung in 1,0-cm-Küvetten 
erfolgen, dann ist die Reaktionsmischung in den Küvetten 
zu bereiten. Zwischen zwei Messungen sind die Küvetten 
sründlich mit dest. Wasser zu spülen; insbesondere ist zu 
beachten, daß dabei ein evtl. auftretender blaugrüner Be- 
lag an den Küvettenfenstern mit entfernt wird. 


Die vorgegebene Meßzeit ist streng einzuhalten. Die Reak- 
tion ist unter den angegebenen Bedingungen relativ spezi- 
fisch für Albumine. Bei längerer Reaktionszeit binden vor 
allem auch Ay-Globuline Bromkresolgrün (d.h. die Extink- 
tion nimmt über ca. 30 Minuten ständig zu!) und es würden 
bei der Berechnung höhere Albumin-Konzentrationen vorge- 
täuscht werden. 


Die BKG-Gebrauchsig. muß vor Gebrauch auf Zimmertemperatur 
(20 - 25 °C) angewärmt werden! 
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ALBUMINE Bromkresolgrün-Methode E 04.1 


Methodenmerkmale: 


IaT Eberswalde-Finow, 1979 


Präzision: 


in der Serie: 


von Tag zu Tag: 


(n =20) 5% &5,5 


Probenanzahl/Tag * AK: mind. 200 
(Einzelbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 
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HARNSTOFF WE 102.1 


Diazetyldioxim wird teilweise TREE Das entstehende 
Diazetylmonoxim bildet mit Harnstoff eine gelbe Komplexver- 
bindung. 











Reagenzien: i 
Reagenz Konz. Herstellung 


Diazetyldioxim- 1 g Diazetyldioxim (= Dimethyl- 
Lg. glyoxim) in 91 ml abs. Äthanol 
lösen; 23 ml dest. Wasser zu- 
geben. 


Schwefelsäure-Lg. Zu 0,5 g Phenazon (= Antipyrin, 
= 1-Phenyl-2,3-dimethylpyrazo- 
lon(5)) und 0,45 g Eisen(III)- 
ammoniumsulfat 60 ml dest. Was- 
ser und 15 ml konz. Schwefel- 
säure (Vorsicht!) geben. 

Nach vollständigem Auflösen mit 
dest. Wasser zu 100 ml Lg. auf- 
füllen. 


Perchlorsäure-Lg. 43 ml 70 %ige Perchlorsäure in 
0 ca. 900 ml dest. Wasser einflie- 
Ben lassen. Zu 1000 ml mit Was- 
ser auffüllen. 


Harnstoff- AO mg Harnstoff (über Phosphor- 
Standard-Ig. 100 ml pentoxid getrocknet) in gesät- 
tigter Benzoesäure-lLg. zu 
100 ml Lg. lösen. 
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Modif. Diazetylmonoxim- |Serum 2 
Ausführung: 


kungen 
De | 1,00 ml Perchlorsäure-Ig. ! 


VE U MN + 0,02 ml + 0,02 ml 
Serum Wasser Harnst.- 
(Plasma) St.-Ig. 















schütteln (1 Min.); nach 20 Min. 
zentrifugieren. 











0,30 ml Überstand 
+ 0,20 ml Diazetyldioxim-Ig. 
+ 1,00 ml Schwefelsäure-Lg. 











mischen; 30 Min.im kochenden 
Wasserbad erhitzen. Danach sofort 
in Eiswasser abkühlen. 20 Sek. 
zentrifugieren (T30), mischen. 


P und St gegen L bei 470 nm 
photometrieren. 
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Modif. Diazetylmonoxim- | Serum 





Anmerkungen: 





Die Proben sind umgehend aufzuarbeiten. Enteiweißte Proben 
können bis zur Bestimmung 4 - 5 Tage bei 2 - 5 °C aufbe- 
wahrt werden. | 


Für den Arbeitsschritt 3 werden Plastehülsen 10 ml (PH*) 

verwendet. Beim Erhitzen der Reaktionsmischung sind die Pla- 
stehülsen mit einem Plastedeckel, der in der Mitte mit einer 
Nadel durchstochen wird, zu verschließen. S. a. Anmerkung 3! 


Es ist besonders darauf zu achten, daß das Wasserbad an al- 
len Stellen die gleiche Temperatur aufweist. Dazu ist es 

auch bei einem kochenden Wasserbad notwendig, durch ständiges 
Rühren (Rührmotor, Flügelrührer) die unbedingt notwendige 
Temperaturkonstanz herzustellen. 

Prinzipiell ist es möglich, anstelle eines Wasserbades auch 
einen isolierten, thermostatierten Aluminiumblock zu ver- 
wenden. In diesem Fall können lange Halbmikro-Reagenzgläser 
(unverschlossen) verwendet werden. Die Reaktionstemperatur 
kann bis auf 90 °C abgesenkt werden. 


Durch das Zentrifugieren werden die Kondensattropfen im 
Oberteil der PH* in die Reaktionsmischung zurückbefördert. 


Methodennerkmale:; 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1978 


Wiederauffindung: 95 - 10% 


Präzision: | 
in der Serie: s %& 4,0 


(n = 20) 


von Tag zu Tag: s %& 5,0 
(n = 20) 


Probenanzahl/Tag « AK: mind. 150 


(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1.03.1979 
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RE a er 


A -AMINO-STICKSTOFF 


Ninhyärin-Methode: 


Ninhydrin reagiert unter bestimmten Bedingungen mit Aminosäuren 
unter Bildung blauvioletter Lösungen (Anmerkung 1). 





Serum, Plasma, Milch 


Reagenzien: 
Reagenz Konz. Herstellung 


Natriumzitrat-Lg. 5,88 g Natriumzitrat-2-hydrat 


















p.a. in dest. Wasser zu 100 ml 
Lg. lösen. 
Haltbarkeit: unbegrenzt 
Zinn(II)-chlorid- 0,10 g Zinn(II)-chlorid in 
Lg. 10 ml dest. Wasser lösen. 
Haltbarkeit: max. 30 Min. (!!) 
Ninhyädrin-Le. 0,20 g Ninhydrin unter Erwärmen| 


in 10 ml Äthylenglykol lösen. 
Haltbarkeit: 1 Tag (!!) 


Ninhydrin-Reagenz 7 Vol.-Teile Natriumzitrat-Lg. 
mit 3 Vol.-Teilen Zinn(II)- | 

chlorid-Lg. mischen. Nach voll- 
ständiger Klärung dieser Mi- 
schung (nach 2-3 Min.) mit 
10 Vol.-Teilen Ninhydrin-Lg. 
versetzen. 
Diese Mischung ist sofort ein- 
zusetzen!! 


Propanol/Wasser- Gleiche Volumenteile n-Propanol| 
Gemisch . und dest. Wasser mischen. 


Trichloressigsäure- 10 g Trichlcoressigsäure in 

Ig. 10% 90 ml dest. Wasser lösen. 
(TCE-Ig.) 

Alanin-Standard- > mM 44,54 mg Alanin in gesättigter 
Ig. Benzoesäure-Lg. zu 100 ml Leg. 
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Ninhydrin- | Serum, Plasma, fi 
‚A-AMINO-STICKSTOFF a Ne 
Ausführung: 
Geräte Ausführung 
kunge 
r L st 


















+ 0,05 ml + 0,05 ml + 0,05 ml 
Serum dest. Alanin- 
(Plasma, Wasser Stand.-ILg. 





Milch) 








mischen; 20 Min. stehen lassen, 
zentrifugieren. 















0,02 ml Überstand 
+ 0,20 ml Ninhydrin-Reagenz 











mischen; 20 Min. in kochendem 
Wasserbad erhitzen. Danach so- 
fort in kaltem Wasser abkühlen. 








Propanol/Wasser-Genmisch 








mischen. 





P und St gegen L bei 570 nm in 
0,5-cm-Küvetten photometrieren. 






x mg d-Aminostickstoff/100 ml Serum 
_ (Plasma, Milch) 


y mmol d-Aminostickstoff (N?2)/1000 ml Serum 
(Plasma, Milch) 
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Ä Ninhydrin- Serum, Plasma, 03.1 


Anmerkungen: 


Ammoniak stört die Bestimmung. Die Reaktion wird nicht oder 
vernachlässigbar wenig gestört durch Kreatinin, Harnstoff, 
Harnsäure und Glucose. | 


Für die Bestimmung des A-Amino-Stickstoffs ist nur frisches 


Probenmaterial einzusetzen (keine eingefrorenen Proben ver- 
wenden!). 


PA mit Innendeckeln verschließen. Die Deckel müssen vorher 
mit einer Nadel durchstochen werden. 
Die PA müssen im Wasser ca. 1 cm eintauchen! 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1980 


Wiederauffindung: 
Präzision: 


in der Serie: 5% & 2,5 
(n = 10) 


von Tag zu Tag: 5% £ 3,5 
(n = 10) e 


Probenanzahl/Tag . AK: 


150 
(Einfachbestimmungen) 


em Behkeitstermin: 1. 10,.82 
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BUTANOLEXTRAHIERBARES JOD (BEJ) H 04.1 


SANDELL-KOLTHOFF-Methode: 


Trijod- und Tetrajodthyronin (Thyroxin) werden aus dem Plasma 
(Serum) selektiv extrahiert. 7 
Die Bestimmung der Summe der extrahierten Jodaminosäuren be- 


ruht auf der katalytischen Beschleunigung der Reaktion 


As?" + 
durch Jod. 


Plasma, Serum (Anmerkung 1); Milch (Anmerkung 2) 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Für die Bereitung der Lösungen sind p.a.-Chemikalien 
und bidestilliertes Wasser nen 3) zu verwenden. 


Puffer-Lg. 30 g Dinatriumhydrogenphosphat 
(pH: 6,0) (Na>5HPO,) . 12 H20), 

6,6 g ib onenaäure Ha0 u 
0,35 g Chelaplex III in 

1000 ml Wasser lösen. pH-Wert 
mit Glaselektrode überprüfen, 
evtl. weiteres Phosphat zu- 
zeben. 


Extraktions- 700 ml i-Amylalkohol und 
genisch 300 mi n-Heptan mischen. 


Bromid/ 50 g wasserfreies Natriumsul- 
Bromat-Lg. fat, 8,0 g Natriumhydroxid, 
1,3 g Kaliumbromid u. 0,275 g 
Kaliumbromat in Wasser lösen; 
zu 1000 ml auffüllen. 
Lg. vor Gebrauch mehrere Tage 
bei Raumtemp. stehen lassen. 


Perchlorsäure/ 560 ml Perchlorsäure (70 %) 

Schwefelsäure- mit Wasser zu 1000 ml auffüllen. 

Mischung 178 ml konz. Schwefelsäure 
langsem zu ca. 800 ml dest. 
Wasser geben; zu 1000 ml auf- 
füllen. Beide Lösungen mischen. 
Kühl aufbewahren. 


Fortsetzung Blatt 2 
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BUTANOLEXTRAHTERBARES | SANDELI-KOLTHOFF- | Serum, Milch H 04,1 
JOD (BEJ) Methode Plasma 


Reagenzien (Fortsetzung): 
































4+ 


Ce -Lg O 


' Thyroxin- 
Standard-Ig. 


100 ag/ 
ml 


10 ug/ 
100 ml 







5,0 g Arsen(III)-oxid zu einer 
Lg. von 0,5 g Natriumhydroxid 
in ca. 100 ml dest. Wasser ge- 
ben; kochen bis zum vollstän- 
digen Lösen. Nach dem Erkalten 
mit Wasser zu 250 ml auffüllen. 
Lg. in dunkler Flasche kühl 
aufbewahren! 


24 & Ammoniumcer(IV)-sulfat 
(Ce(504)2- 2(NH4) 2504 .2H20 

in 700 ml Wasser lösen; 100 ml 
konz. Schwefelsäure langsam | 
zugeben; mit Wasser zu 1000 ml 
Ig. auffüllen. 

Lg. vor Gebrauch mehrere Tage 
bei Raumtemp. stehen lassen. 











a) 25 mg L-Thyroxin (über 
Phosphorpentoxid getrocknet!) 
mit 5 ml N Natronlauge ver- 
setzen und mit Wasser zu 250 ml 
Ig. auffüllen. 
Haltbarkeit: 6 Monate bei 

&-12 °C. 


b) 0,1 ml der Lg. a mit 0,02 N 
Natronlauge zu 100 ml Ig. auf- 
füllen. 
Haltbarkeit: 1 Woche bei 
25-00, 
ce) Für die Eichkurve 1,0; 3,0; $ 
5,0 ml Lg. b mit 0,02 N Natron- 
lauge zu 10 ml auffüllen, > 
3, 05,087T6./100.01). 
Lösungen täglich frisch berei- 
ten. 


Blatt 2 
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BUTANOLEXTRAHIERBARES | SANDELI-KOLTHOFF=- | Serum, Milch # H 04,1 
JOD (BEJ) Methode Plasma 


Ausführung: 
A. Extraktion: 





oh en 


0,50 ml 


Plasma Thyroxin- 
(Serum, Milch) Stand.- 


+ 1,00 ml Puffer-Ig. 
+ 1,35 ml Extraktionsgemisch 


PH mit Innendeckel verschließen; 


10 Min. kräftig schütteln (Schüt- 
telmaschine!); 10. Sek. zentri- 
fugieren. 


Überstand 
Bromid-/Bromat-ILg. 


PH mit Innendeckel verschließen; 

10 Min. kräftig schütteln (Schüt- 
telmaschine!); 10 Sek. zentri- 
fugieren. 

Obere Phase vollständig absaugen 
(Wasserstrahlpumpe). 

Wäßrige Phase (untere Phase) weiter 
verarbeiten nach B. 
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BUTANOLEXTRAHLERBARES | SANDELL-KOLTHOFF- | Serum, Milch 
JOD (BEJ) Methode Plasma 


u 





‚50 ml untere Phase (aus A.) 
‚50 ml Perchlorsäure/Schwefelsäure- 
Mischung 


mischen; 5 Min. stehen lassen. 


mischen; 5 Min. im Eis/Kochsalz 
Bad abkühlen. 


TER EmE 8 Min. in Thermostat 

= hel,53 dc stellen. Anschließend 
im Eis/Kochsalz-Bad schnell ab- 
kühlen. 


P und St gegen Wasser umgehend 
bei 430 nm photometrieren. Die 
Proben kurz vor dem Messen aus 
dem Eis/Kochsalz-Bad in Eis- 
wasser stellen, um ein Beschlsa- 
gen der Küvetten zu verhindern. | 





Berechnung: 


Die Extinktionen der Eichpunkte sind gegen deren Konzentra- 
tionen auf halblogarithmischem Papier (1g-Teilung der Ordinate) 
graphisch darzustellen. 

Die Konzentrationen der Probenansätze sind auf der Eichgeraden 


abzulesen. 


Die Konzentration an butanolextrahierbarem Jod (Trijod- und 
fetrajodthyronin Er wird angegeben in ag Thyroxin/ 
100 ml Plasma (Serum) bzw. nmol Thyroxin/1000 ml Plasma (Serum). 





Blatt 4 
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Anmerkungen: 





1 JAls Antikoagulantien für die Plasmagewinnung sind Heparin 
oder ADTA zu verwenden. 
Plasma- und Serumproben sollten umgehend verarbeitet werden. 
Maximale Lagerzeit im Kühlschrank 24 Stunden, im eingefro- 
renen Zustand (&-12 °C) mindestens 3 Monate. 


2 IMilch ist vor Gebrauch im Verhältnis 1 : 1 mit dest. Wasser 
zu verdünnen, bei 2 - 4 °C zu zentrifugieren und von der 
oberen Fettschicht zu trennen. Operation wiederholen. Die 
so entfettete Milch ist 1 Minute mit dem gleichen Volumen 
Chloroform zu schütteln und zu zentrifugieren. Obere Phase 
weiter verwenden. Meßergebnis mit 2 multiplizieren. 












3 |Wasser aus Ionenaustauscher-Anlagen ist nicht geeignet. 


4 |Die angegebenen 3 Standardansätze sind in jedem Probenge- 
stell gesondert mitzuführen. Die Probenkonzentrationen sind 

» [grundsätzlich nur an der mit diesen Standardansätzen ermit- 
‚selten Eichgeraden abzulesen! 


5 IEs sind prinzipiell neue, mit dest. Wasser gespülte und mit 
Petroläther entfettete Plastehülsen einzusetzen. 
Die Arbeitsschritte Al - A3 können auch in Zentrifugenglä- 
sern mit Plaste- (Glas-)stopfen durchgeführt werden. 
Die Gläser sind in Schräglage (45 °) zu schltteln. 


6 |Für das Pipettieren der Reagenzgläser sind möglichst auto- 
matische Büretten, Pipetten oder sonstige Dosiergeräte mit 
Vorratsgefäß zu verwenden, um ein Einschleppen von Verun- 
reinigungen weitestgehend zu verhindern. Es ist auf größte 
Sauberkeit beim Arbeiten zu achten! 


'7 |Das starke Abkühlen der Proben bewirkt ein Einfrieren der 
J-katalysierten Ce4+/As3+-Reaktion. Es ist dadurch möglich, 
eine große Probenzahl gleichzeitig und unter gleichen Reak- 
tionsbedingungen zu bearbeiten und reproduzierbare Ergeb- 
nisse zu erhalten. Die Eis-/Kochsalz-Mischung sollte eine 
Temperatur von -5 °C bis -10 °C haben; die Probenansätze 
dürfen darin nicht einfrieren! 

Achtung! Ein Einschleppen von Kochsalz in die Probenansätze 
ist peinlichst zu vermeiden! 


8 |Die angegebene Inkubationszeit ist als Richtzeit zu betrach- 
ten. Die Probengestelle sind aus den Thermostaten zu nehmen, 
wenn der Standardansatz mit der höchsten Konzentration nur 
noch sehr schwach gelb ist. 


9 |Während der Inkubationszeit sind die Probengestelle mehr- 
mals zu schwenken! . 























10 |Die Proben müssen kalt photometriert werden. 


Fortsetzung s. Blatt 6 
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BUTANOLEXTRAHLERBARES 
JOD (BEJ) 


SANDELL-KOLTHOFF= | Serum, Milch #H 04,1 
Methode Plasma | 


Anmerkungen (Fortsetzung): 


| 11!Die Plasma- (Serum-)Einsatzmenge gilt für Schweine. Bei 
Rindern werden nur 0,25 ml Plasma (Serum) eingesetzt und 
den Probenansätzen 0,25 ml Wasser zugefügt. Das Berech- 
nungsergebnis ist mit 2 zu multiplizieren. 





Methodenmerkmale:; 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1976 


i Wiederauffindung: 90 - 110% 
Präzision: 
in der Serie: s%% 3,0 
(n =-20) 


von Tag zu Tag: s %%& 5,0 
(n = 20) 


Probenanzahl/Tag + AK: mind. 35 
(Doppelbestimmungen) 


Nach entsprechender Einarbeitungszeit können Einfachbestimmun- 
gen durchgeführt werden. 


Verbindlichkeitstermin: 1. März 1979 
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KALZIUM N 0 br Be Pi 


Siebtest: 
Ca-Ionen bilden mit Eriochromblau SE eine rotviolette Komplex- 


verbindung. Bei Zugabe äquivalenter oder überschüssiger Mengen 
an ÄDTA bildet sich die blauviolette Eigenfarbe des Indikators 
zurück. Beim Siebtest wird den Proben soviel ÄDTA zugesetzt, 
daß sie am unteren Grenzwert (und darunter) blauviolett, die 
Proben im Normbereich (und darüber) zunehmend rotviolett er- 


scheinen, 
Reagenzien: 


ÄDTA-Lg [) 


Natronlauge 


Indikator-Ig. 


Ca-Standard-Ig, 
(le) 


Ca-Standard-Lg. 
(II) 


Testlösung 
(für Ca-Grenzwert: 


Konz. 


1 mM 


2,AM 


5 mM 


2 mM 


2 mM) 





Herstellung 


Testalampulle "M/100 Chelaplex" 
mit dest. Wasser zu 1000 ml 
auffüllen. 100 ml dieser Ig. 
mit dest. Wasser zu 1000 ml 
verdünnen. 

Oder: Athylendiamintetraessig- 
säure-Naa-dihydrat (Chelaplex 
III) bei 80 °C bis zur Gewichts- 
konstanz trocknen. 372,2 mg 
davon in dest. Wasser lösen, zu 
1000 ml Ig. auffüllen. 


9,6 g Natriumhydroxid p. a. in 
dest. Wasser lösen, auf 100 ml 
auffiillen,. 


40 mg Eriochromblau SE in dest. 
Wasser zu 100 ml Lg. lösen. 


Testalampulle "M/10 CaCl>" mit 
dest. Wasser zu 1000 ml auf- 
füllen. 50 ml dieser Ig. mit 
dest. Wasser zu 1000 ml verdün- 
nen. 

Oder: 500 mg getr. Kalziumkar- 
bonat p. a. in wenig halbkonz. 
Salzsäure lösen und mit dest. 
Wasser zu 1000 ml auffüllen. 


4,0 ml Ca-Stand.-Lg. (I) mit 
dest. Wasser zu 10 ml verdünnen. 


3,5 ml dest. Wasser, 2,0 ml 
Indikator-Lge, und 2,0 ml ÄDAA- 
Lg. mischen. 

(s. Anmerkung 2) 


Alle Lösungen in Plasteflaschen aufbewahren! 
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KALZIUM Siebtest MO1.AS 


" Ausführung 


kungen 


Tüpfel- 0,01 ml Plasma 0,01 ml Ca-St-Lg. (II) 
platte (Serum) 


+ 0,075 ml Testlösung 


+ 0,075 ml Natronlauge 


mischen 


Visuelle Einschätzung der 
Probenansätze gegen die 
Standard-Lg. 





Auswertung: 








Die Färbung der Probenansätze wird gegen die des Ca-Standard- 
Ansatzes eingeschätzt: 











Alle Probenansätze, die gegenüber dem Standard-Ansatz eine 
Farbverschiebung ins Rotviolette aufweisen, enthalten höhere 
Ca-Konzentrationen als die Ca-Standard-Lg. II, und alle Proben- 
ansätze, die eine Farbverschiebung ins Blauviolette aufweisen, 
enthalten niedrigere Ca-Konzentrationen. 


Umrechnung: 1 mmol Ca/1000 ml = 4,0 mg Ca/100 ml 
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KALZIUM Siebtest M 01.1. 


Anmerkungen: 


Als Antikoagulanz für die Plasmagewinnung ist Heparin zu 
verwenden. 





Bei Verwendung der angegebenen Testlösung in Verbindung mit 

der Ca-Standard-Lg. (II) muß der Farbton der Esaues blau- 

violett sein. Das entspricht einem Ca-Grenzwert von 2 mmol/l 
im Plasma (Serum). 


Sollen andere Grenzwerte eingestellt werden, dann müssen die 
Konzentrationen der Ca-Standard-Lg. (II) und der Anteil der 
ÄDTA-Lg. in der Testlösung verändert werden. 


Ca-Grenzwert Zusammensetzung 
mmol/l der Testlösung der Ca-St.-Ig. II 


ÄDTA-Lg. Wasser Indikator Pr -Lg. Wasser | 
(ml) (ml) ,Le&5 ml) (ml) (ml) 


1,50 4,00 2,00 
2,00 a, 2,00 
2,20 3,00 2,00 
3,00 2,50 2,00 


Es ist möglich, 150 al eines Gemisches (1 : 1) aus Testlösung 
und Natronlauge einzusetzen. Dieses Gemisch ist aber erst 

vor Gebrauch anzusetzen, da die Farbintensität nach erfolg- 
ter Mischung sich langsam verringert. 


Bei der visuellen Einschätzung der Probenansätze ist ein 
‚(weißer Untergrund unter die Tüpfelplatte zu halten. 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1976 


Proben im Normalbereich mit Ca-Konzentrationsdifferenzen von 
0,25 mmol/l sind deutlich voneinander zu unterscheiden. 


Probenanzahl/Tag -» AK: mind. 700 (Einfachbestimmungen) 
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CHOLESTEROL FO4.1 


ZLATKIS-Methode: 


Bei der Einwirkung von konz. Essigsäure und konz. Schwefelsäure 
auf Cholesterol entsteht in Gegenwart von Eisen(III)-chloriäd 
eine rotviolette Reaktionsmischung (Bildung ungesättigter Koh- 
lenwasserstoffe), deren Farbintensität proportional der Cho- 
lesterolkonzentration ist. 










Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 
Reagenz Konz. Herstellung 


Eisenchlorid- 92,5 mM 2,5 g Eisen(III)-chlorid 
Stamm-Lg. (FeCl3 ». 6H20) unter Erwärmen 
in 80 ml konz. Phosphorsäure 1ö- 
sen. Abgekühlte Lösung mit konz. 
Phosphorsäure zu 100 ml Lg. auf- 
füllen. 
Haltbarkeit: 3 Wochen bei 2-5 °c | 


Farbreagenz 8 ml Eisenchlorid-Stamm-Lg. mit 
konz. Schwefelsäure zu 100 ml 
Lesseuffiillen, 
Haltbarkeit: 3 Wochen bei 2-5 °C 


Cholesterol- 5,17 mM 100 mg Cholesterol (über Kalziun-f 
Standard-Lg. chlorid bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet) in n-Propanol (im 
Wasserbad erwärmen!) zu 50 ml 
Ig. lösen. 
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ZLATKIS- 
Ausführung: 
kungen 
P L st 
ml + 0,02 ml 


Serum dest. Chol.- 
Wasser 
















PA mit Innendeckeln verschließen; 
15 Min. schütteln (Schüttelma- 
schine!); 2 Min. zentrifugieren 














ml Überstand 
ml konz. Essigsäure 






mischen 







' ml Farbreagenz 






Jede Probe sofort nach Zugabe des 
Farbreagenz mischen. 






Nach 15 Min. P und St gegen L bei 
560 nm photometrieren. 







Berechnung: 


. 5,17 = x mmol Cholesterol/1000 ml Serum 


. 200 = y mg Cholesterol/100 ml Serum 
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ZLATKIS- 


Anmerkungen: 


Haltbarkeit der Proben bis zur Cholesterol-Bestimmung: 
Zimmertemp.: 1 Tag; 2-5 9°C: ca. 4 Tage; &-12 °C: mind. 
3 Monate 


Farbreagenz mit Fortuna-Pipette dosieren. Zugabe zur Reak- 
tionsmischung muß wegen der hohen Viskosität langsam 
und gleichmäßig erfolgen. 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1981 


Wiederauffindung: %6 - 100 % 
Präzision: 


in der Serie: 5%&3,5 
en. 10) 


von Tag zu Tag: S%Kı,3 
(n = 10) 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 80 


(Einfachbestimmungen) 








Verbindlichkeitstermin: 142105282 
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FREIE FETTSÄUREN (FF5) 
(Unveresterte Fettsäuren) 







Extraktionsmethode: 


Die freien Fettsäuren werden aus dem biologischen Material in 
Form ihrer Kupfersalze extrahiert. Das im Extrakt enthaltene 
Kupfer wird mit Diäthyldithiocarbamat umgesetzt. Die Farb- 
intensität der entstehenden gelben Reaktionsmischung ist pro- 
portional der Konzentration an freien Fettsäuren. 


Serum, Plasma 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Kupfer-Reagenz 0,75 g Natriumzitrat 
aller = 2HO0), 
6,71 g Triäthanolamin, 
3,25 g Kupfernitrat 
(Cu(NO3)2 . 3H50) und 
25,00 g Natriumchlorid in 
dest. Wasser lösen, zu 100 ml 
auffüllen. 
Haltbarkeit: 2 Wochen bei 
22-9200 


Diäthyldithio- 0,025 g Na-diäthyldithio- 
carbamat-Lg. carbamattrihydrat in n-Butanol 
(DDC-Lg.) lösen, zu 25 ml auffüllen. 

Ig. täglich frisch bereiten! 





Extraktions- 1 ml Methanol, 20 ml n-Heptan 
gemisch und 25 ml Chloroform mischen. 


Standard-Lg. a) 102,6 mg Palmitinsäure in 
n-Heptan zu 100 ml Lg. lösen. 


0,4 mM b) 10 ml Lg. a mit n-Heptan zu 
100 ml verdünnen. 
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FREIE FETTSÄUREN Extraktions- Serum 0a 
(FFS) Methode Plasma . 
nt 
kunge 





0,05 ml 0,05 mi 0,05 ml 
Serum dest. Stand.- 
(Plasma) Wasser Las 







O ml Kupfer-Reagenz 


+ 0,5 
+ 2,00 ml Extraktionsgemisch 





30 Min. liegend schütteln (Schüt- 
telmaschine!), 1 Min. zentrifu- 
gieren. 








1,00 ml obere Phase 
+ 0,50 ml DDC-Ig. 










mischen 


P, St und L bei 440 nm gegen 
Wasser photometrieren. 






Berechnung: 


mmol FFS/10CO ml Serum (Plasma) 
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FREIE FETTSÄUREN Extraktions- | Serum | Er 
(FFS Methode Plasma . 


Anmerkungen: 









Als Gefäßmaterial für den Extraktionsschritt eignen sich 
Schliff-Reagenzgläser oder 5-ml-Fläschchen mit Polyäthylen- 
stopfen (gebräuchlich in den FERMOGNOST-Enzym-Bestecks). 


Methodenmerknmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1981 


Präzision: 


in der Serie: 3S%& 6,5 
(n = 10) 


von Tag zu Tag: 5% 6,7 
(n = 10) 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 30 


(Doppelbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 
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A-AMYLASE 
(EC 3.2.1.1) 


Jod-Stärke-Methode: 


Durch d-Amylase wird Stärke zu Abbauprodukten hydrolysiert, 

die mit Jod keine Farbreaktionen zeigen. Die Aktivität der 
d-Amylase ist proportional der Extinktionsdifferenz des Stärke- 
Jod-Komplexes vor und nach einer konstanten Inkubationszeit. 


Serum, (Plasma), Harn 


Reagenzien: 


Ar. Reagenz 


Phosphat-Puffer- 


Stärke-Lg. 


(Anmerkung 1) 


Konz. 


20 mM 





Herstellung 


1,735 g Dinatrium-hydrogen- 


phosphat (Na>pHPO, » 2H50) und 
1,060 g Kalium-dihydrogenphos- 
phat (KH>PO,L) p. a. in dest. 

EEE zu a 1800 ml Lg. lösen. 


Als Phosphat-Puffer eignet sich 
auch der Puffer aus dem 
FERMOGNOST-Glukose-Besteck; 

1 Vol.-Teil Puffer mit 4 Vol.- 
Teilen dest. Wasser verdünnen. 


0,05 g/ a.0,5 g lösliche Stärke 


100 ml 


(Feinchemie Sebnitz) mit 

5,0 ml dest. Wasser anreiben. 
5,0 ml 2 N Natronlauge zugeben, 
unter Rühren lösen. Zu 100 ml 
mit dest. Wasser auffüllen. 
Haltbarkeit: mind, 2 Monate 
bei 2 - 5 9. 


bieAunds;DOimlsle.ra-5,0 ml 

0,1 N Salzsäure geben, mit 
Phosphat-Puffer-Lg. zu 50 ml 
auffüllen. 

Haltbarkeit: 1 Tag bei 2 - 5 %. 


ID ‚0325 g/ a. 1,3 g sublimiertes Jod p. a. 
00 


ml 


und 2, O g Kaliumjodid p. a. 

in etwa 3 ml dest. Wasser 1ö- 
sen, zu 100 ml auffüllen. 

Lg. kühl und dunkel aufbewahren. 


b. 2,5 ml Ig. a mit dest. Wasser 
zu 100 ml auffüllen. 
Lg. täglich frisch bereiten. 
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A-AMYLASE ee Serum, (Plasma), Harn# E 18.1 
Ausführung: 
| kungen 
P L St 






















H-RG 0,02 ml 

(PA) Serum 
(Serumverdünnung) 
RER in) 





in Eiswasser stellen. 


+ 0,50 ml Stärke-Lg. b (eiskalt!) 


mischen (weiter im Eiswasser ste- 
hen lassen bis zur Beendigung des 
Arbeitsschrittes 3). 





0,20 ml Mischung 0,20 ml Mischung 











sofort weiterver- sofort weiterver- 


arbeiten nach Ar- arbeiten nach Ar- 
beitsschritt 4 £f beitsschritt 5 f 
= P). ( = P,). 


Mischung genau 10 Min. bei 37 °C 
inkubieren. Anschließend sofort 
in Eiswasser stellen. 


+ 2,00 ml Jod-Ig. 


mischen. Auf Zimmertemperatur er- 
wärmen. 












Nach 10 bis 90 Min. P und P 
gegen Wasser bei 575 nm photo- 
metrieren. 
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A-AMYLASE ag Serum, (Plasma), Harn FE 183.1 





Berechnung: 


= F = x Ud-Amylase/1000 ml Serum 
(Plasma, Harn) 


128,3 . F = y akat dA-Amylase/1000 ml Serum 
(Plasma, Harn) 


Verdiünnungsfaktor 
(Anmerkungen 3 und 4) 





Anmerkungen: 


Maximale Lagerzeit der Proben bis zur Amylasebestimmung: 
Zimmertem.: mind. 1 Woche; 2 - 5 °C: mind. 1 Monat; 

&- 12 °C: mind. 3 Monate. 

Plasma mit Zusatz von Zitrat oder EDTA als Artikoagulanz 
ist nicht zu verwenden. 


Bei der Durchführung der Bestimmungen ist auf peinlichste 
Sauberkeit zu achten, da durch geringste Speichel- (durch 
Sprechen oder Niesen; beim Pipettieren) oder Schweiß-Ein- 
schleppungen die Amylase-Aktivität wesentlich erhöht werden 
kann. Detergenzien in den Gefäßmaterialien inhibieren die 
d-Amylase! 


Die Extinktionsdifferenz (Epı, - Ep) darf maximal 0,3 be- 
tragen. Bei größeren Extinktionsdifferenzen sind die Proben 
mit physiologischer Kochsalz-Lg. zu verdünnen. 

Rinder- und Schweineseren sind vor dem Einsatz mindestens 


1: 10 zu verdünnen. Der Verdünnungsfektor ist bei der Be- 
rechnung zu berücksichtigen. 


Die Berechnung der Amylase-Aktivität erfolgt entsprechend 
der allgemeinen Formel: 


(Ep; - Ep) » a * 1000 »- F 
Epz, . 5 ‘ V 

pn ’ Extinktion der Reaktionsmischung bei t O0 Min. 

op: Extinktion der Reaktionsmischung bei t = 10 Min. 


Stärkemenge im Testansatz: 1,54 Bu (gerechnet 
als Glukoseeinheit C6H1005; NG = 162) 
Inkubationszeit in Min. (10 Min.) 

: Probenvolumen in ml (0,020 ml) 

: Verdünnungsfaktor der Probe 


= x U A-Amylase/1000 ml 
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AA-ANYLASE JolStörke- | Serum, (Plasma), Harn E 18.1 


Methodenmerkmale:; 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1980 


Präzision: 


in der Serie: 
(n = 20) 


von Tag zu Tag: 
m=.20) 


Probenanzahl/Tag »- AK: mind. 100 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1. 10. 82 
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g-GLOBULINE E 03.2 


Aus Serum werden im pH-Bereich 6 - 7 durch Na5S0,-Lösung nahezu 


ausschließlich die &£-Globuline ausgefällt. 
Die Methode liefert reproduzierbare Ergebnisse, die mit elektro- 
phoretisch ermittelten Werten gut übereinstimmen. 


Serum (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Natriumsulfat- 190 g wasserfreies Na25S04 p.a. 

lösung 19 g/ oder 

(pH 6 - 7) 100 ml 430 g Na>S04 . 10H20 p.eB. 
werden zu 1000 ml Lösung in 
Wasser (erwärmen!) gelöst. 


Zu 2 ul dieser Le. ist 1 Tr. 
Methylrot-Lg. zu geben. 
Die Mischung muß rein gelb sein. 


Bei pH-Abweichungen ist die Ig. 
mit 1 N Natronlauge einzustellen. 





Methylrot-ILg. Del 

(als Indikator) 100 ml 
60 Kiger 
Alkohol 


Standardseren Der xX-Globulingehalt von Blut- 
seren der jeweiligen Tierart 
ist durch Elektrophorese und 
Gesamteiweißbestimmung 
(E 02.1 u. E 01.1) zu bestimmen 
(Anmerkung 2). 


Haltbarkeit: mind. 3 Monate 
bei [4 ee 6 
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x -GLOBULINE | Aussalzungsmethode BIV3F2 


Ausführung: 


kungen 
| a me 


0,030 ml Serum 0,030 Be ur nun Msn a Stand.-Serum 
der gleichen 
Tierart 







+ 2,000 ml Natriumsulfat-Lg. (30 °C) 












intensiv mischen. 30 Min. im 
Wasserbad (30 °C) inkubieren. 








Danach nochmals intensiv mischen 
und sofort (warm!) bei 530 nm 
gegen Wasser photometrieren. Die 
Messungen sollen nach 60 Min. 
beendet sein. 


%-Globuline/1000ml Serum 


&%-Globuline des Standardserums/1000m1l 
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X -GLOBULINE Aussalzungs-Methode E 03.2 


Anmerkungen: 








Das Serum ist frisch zu verwenden. Max. Lagerzeit bei 
2 - 5%: ca. 3 Tage; 
Trübe Serumproben sind zu verwerfen! 


Serumproben, die als Standardseren verwendet werden sol- 
len, sind portioniert einzufrieren (Haltbarkeit mind. 

3 Monate bei &-12 °C). Ihre Einstellung durch Bestimmung 
des Gesamt-Eiweißgehaltes und der $-Globulin-Konzentration 
durch Elektrophorese erfolgt an eingefrorenem und langsam 
aufgetautem Probenmaterial. 


Die Methode ist so ausgelegt, daß die Reaktionsmischungen 
in den H-RG im modifizierten Meßansatz ER 1 vermessen wer- 
den (Die H-RG sind vor Gebrauch auf Einheitlichkeit des 
Durchmessers zu prüfen!). Sollen die Reaktionsmischungen 
| in 1-cm-Küvetten photometriert werden, dann ist die ein- 
zusetzende Serummenge auf 0,02 ml zu reduzieren. 

Es ist darauf zu achten, daß die Proben immer auf 30 °C 
temperiert bleiben. 


Methodenmerkmale; 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1979 


Präzision: 


in der Serie: 
(n=20) 


von Tag zu Tag: 
0) 


(n =2 


Probenanzahl/Tap i mind. 200 
(Einzelbestimmungen) 
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MILCH-EIWEISS E 01.1.1 


Biuret-Methode: 





s. Arbeitsvorschrift E 01.1 


Milch, Kolostrum, Milchserum, Serum aus Kolostrum 
(Anmerkungen 1 - 4) 


"m 


Reagenzien: 


Nr.| Reagenz Herstellung 


Biuret-Lg. 1,5 g Kupfersulfat p.a. 
(CuS04 . 5H>0) in ca. 
50 ml H>O lösen. 


b) 30 g Natriumhydroxid p.a. 


in ca. 250 ml dest. Wasser 
lösen. 


c) 5,0 g Kaliumjodid p.a. in 
ca. 50 ml dest. Wasser 
lösen. 

d) 6 g Seignettesalz (K-Na- 
itartrat) in ca. 400 ml 
dest. Wasser lösen. 


e) Lösungen a, b, ce zu Ig. d 
geben; mit dest. Wasser zu 
1000 ml auffüllen 
(Reihenfolge beachten!!). 


Eiweiß-Standard-Lg. 1 SERULAT EG verwenden 


Eiweiß-Standard-Lg. 2 3 Vol.-Teile SERULAT EG mit 
7 Vol.-Teilen dest. Wasser 
mischen. 
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Milch 
MILCH-EIWEISS Biuret-Methode MeirnHartm E 91.1.1 


Ausführung A (für Milch und Milchserun): 
Geräte Ausführung | 
kungen 


+ 0,10 ml #040. RL 
verdünnte Wasser Eiweiß- 
Milch Stand.-Lg. 2 
(Milchserum) 





































30 Min. schütteln (Schüttelma- 
schine). j 


Tetrachlorkohlenstoff 





2 Min. intensiv schütteln, zentri 
fugieren. 

Klaren Überstand mit Tropfpipette 
in Küvette überführen (unbedingt 
sichtprüfen, ob Küvetteninhalt 
völlig klar ist!). 


P und St gegen L bei 546 nm photo- 
metrieren. 






x g Eiweiß/1000 ml Milch 


Milchserun: 


y g Eiweiß/1000 ml Milchserum 


g Eiweiß/1000 ml SERULAT EG 
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r Kcolostrum 
MILCH-EIWEISS | Biuret-Methode N  oatrun ED1.1.1 


Ausführung B (für Kolostrum und Serum aus Kolostrum): 


Ausführung 
2,50 ml Biuret-Lg. 


Berechnung: 



















+ 0,03 ml + 0,03 ml + 0,03 ml 


verdünntes Wasser Eiw.-Stand.- 
Kolostrum Lg. 1 
(Serum aus 

Kolostr.) 


30 Min. schütteln (Schüttelma- 
schine). 







+ 0,50 ml Tetrachlorkohlenstoff 










2 Min. intensiv schütteln, zen- 
trifugieren. 

Klaren Überstand mit Tropfpipette 
in Küvette überführen (unbedingt 
sichtprüfen, ob Küvetteninhalt 
völlig klar ist!). 


P und St gegen L bei 546 nm pho- 
tometrieren. 


Kolostrum: 


x g Eiweiß/1000 ml Kolostrum 


y g Eiweiß/1000 ml Serum aus 
Kolostrum 


g Eiweiß/1000 ml SERULAT EG 
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Milch, Milchserum 


Kolostrum, Serum aus Kolostr. E01. .1 





Biuret- 
MILCH-EIWEISS ernade 


Anmerkungen: 





Für die Eiweiß-Bestimmung ist frische Milch (bzw. Kolostrum) 
einzusetzen. Ist eine sofortige Bestimmung nicht möglich, 
können die Proben bei & -12 °C gelagert werden. Nach dem 
Auftauen bei Zimmertemp. sind die Proben ca. 15 Min. auf 

37 °C zu erwärmen und durch Schütteln (Schüttelmaschine; 

15 Min.) zu homogenisieren. 


Die Milch(Kolostrum)-Proben sind vor dem Einsatz im Verhält- 
nis 1 : 3 (1 Vol.-Teil Milch (Kolostrum) + 2 Vol.-Teile 
Wasser) zu verdünnen. 


Milchserum (Serum aus Kolostrum) ist nach Arbeitsvorschrift 
05.4 zu gewinnen. Dabei ist zu beachten, daß in Arbeits- 
schritt i (05.4) 1 ml Milch (Kolostrum) mit 2 ml dest. 
Wasser zu verdünnen sind. 


Als Kolostrum ist Milch vom 0. - 2. Laktationstag zu werten. 


Beim Pipettieren von Milch ist für jede Probe eine frische 
Pipettenspitze aufzusetzen. Durch Aufziehen und Ausstoßen 
in der Reaktionsmischung Pipettenspitze gut säubern! 


Arbeitsschritt 3 kann bei Eiweiß-Bestimmungen in Milchserum 
bzw. Serum aus Kolostrum entfallen. Das Zentrifugieren der 
Proben vor dem Photometrieren ist jedoch unerläßlich. 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1981 


Präzision: 


in der Serie: 
(n = 20) 


Probenanzahl/Tag » AK: mind... 150 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 
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PLASMA-Gewinnung A 02.1 


Zentrifugation des Blutes nach Zusatz von gerinnungshemmenden 





Stoffen, 


ÄDTA-Ig. 


Heparin-Ig. 


Natriumzitrat-Ig. 10% 


Kaliumoxalat-Lg. 10% 






10 g Chelaplex III in der 
Wärme in 90 ml dest. Wasser 
lösen. Lösung filtrieren. 


10 ml Heparin mit dest. Wasser 
auf 100 ml auffüllen 
(Anmerkung 1). 


10 g Natriumzitrat p.a. in 
90 ml dest. Wasser lösen. 
Lg. filtrieren. 


10 g Kaliumoxalat p.a. in 
90 ml dest. Wasser lösen. 
Ig. filtrieren. | 
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PLASMA-Gewinnung Blutzentrifugation A 02.1 


Ausführung: 


kung en 


0,1 ml Mipwelas 10 08 Lg. 
+ ca, 5 ml Blut 
























PH sofort mit Innendeckel ver- 
schließen, sofort mehrmals um- 
schwenken. 





PH umgehend 30 - 40 sek. zen- 
trifugieren (12-16000 U/min. ns 






Plasma vorsichtig mit Tropf- 
pipette in neue PH überführen 
oder in PA portionieren. 








Plasma sofort kühlen (2-5°C). 
Transport nur in Thermosge- 
fäßen mit Eisfüllung. 
Weiterverarbeitung des 
Plasmas innerhalb von 5 Tagen. 
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PLASMA-Gewinnung Blutzentrifugation 


Anmerkungen: 


i — 


Bei der Auswahl der Antikoagulanzien zu untersuchendes 
Parameterspektrum beachten! Anweisungen der Untersuchungs- 
stelle befolgen bzw. Hinweise in den speziellen Untersu- 
cehungsvorschriften unbedingt einhalten. 

Wenn in den Plasmaproben Alkali-Ionen und Chlorid nicht 
bestimmt werden sollen, ist das Heparin nicht mit Wasser, 
sondern vorteilhafter mit physiologischer Kochsalz-Ig. zu 
verdünnen (Verminderung der Hämolysegefahr!) 


























Die Antikoagulanz-Lg. sollte erst kurz vor der Blutentnahme 
in die PH pipettiert werden. Werden die PH fertig von der 
Untersuchungsstelle bereitgestellt, dann müssen diese Ge- 
fäße bei Zimmertemperatur - niemals im Kühlschrank! - bis 
zur Blutentnahme aufbewahrt werden. 

















Um ein Herausspritzen der Antikoagulanz-Lg. aus den PH bei 
der Blutentnahme zu vermeiden, empfiehlt es sich, dickeres 
Filterpapier (z.B. Chromatographiepapier FN 8) mit der 1g. 
zu tränken und einen Abschnitt davon (13x13 mm) feucht in 
die PH zu geben. 





















Die PH dürfen nicht bis zum Rand mit Blut gefüllt werden, 
da sonst ein exaktes Durchmischen der Proben mit der Anti- 
koagulanz-Lg. durch Schwenken unmöglich wird. 





Bei Verwendung von Zentrifugengläsern (15 ml) 
0,3 ml Antikoagulanz-Lg. einsetzen. Zentrifugation bei 
5000 U/min., 10 min. 














Plasma kann in der Untersuchungsstelle mindestens 6 Monate 
bei Temperaturen &-12 °C bis zur Weiterverarbeitung aufbe- 








ren ist unzulässig. 
Die Lagerzeit von Plasma bis zur Weiterverarbeitung kann 
für bestimmte Untersuchungen verkürzt sein. Diesbezügliche 
Hinweise in den speziellen Untersuchungsvorschriften unbe- 
dingt beachten. | 

Transport von eingefrorenem Plasma nur in Thermosgefäßen mit 
Trockeneis- oder Eis/Kochsalz-Füllung. 

Eingefrorenes Plasma zur Weiterverarbeitung bei 2-5°C 
auftauen und danach langsam weiter bis auf Zimmertem- 
peratur erwärmen. Mehrmals umschwenken! 

































Methodenbearbeitung: laT Eberswalde-Finow; 1975, 1982 


Verbindlichkeitstermin: 1.07.1976 
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BILIRUBIN (gesamt) B 04.1 


Oxydations-Methode: 


Bilirubin wird durch Hypochlorit oxydiert. Die Extinktions- 
differenz einer verdünnten Serumprobe vor und nach Zugabe des 
Oxydationsmittels ist proportional der Bilirubin-Konzentration. 













Serum, Plasma (Anmerkung 1) 





Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Puffer-Lg. a. 13,62 g Kalium-dihydrogen- 
(pH 7,4) phosphat p. a. (KH>PO4) in 
dest. Wasser zu 1000 ml Lg. 
lösen. 
b. 35,75 g Dinatrium-hydrogen- 
phosphat p. a. (Na2HPO,.12H20) 
in dest. Wasser Zu 1000 ml Ig. 
lösen. 
c. 182 ml Ig. a und 818 ml 
Lg. b mischen. In dieser Mi- 
schung 30 g EMULGATOR E 30 
lösen. 


Natrium-hypo- 
chlorit-Lg. 

(3 % wirksames 
Chlor) 


Albumin-Lg. auf. ı g Human-Serumalbumin in 
100 ml 50 ml physiologischer Kochsalz- 
Lg. lösen. 


Bilirubin- a. SERULAT-BILIRUBIN-Ampulle 

Standard-Lg. nach Vorschrift des Herstellers 

| lösen (= ca. 20 mg B./d]l; 
Etikettangabe beachten!) 


b. Ig. a mit Albumin-Lg. 1:25 
(=0a.. 0,8: mg Be/100 ml), 1:50 
(= ea. 0,4 me B./100 ml) und 
12100.(-:ea,. .0.2,n2,B./100,.n1) 
verdinnen. 


Oder: 


Richtigkeitskontrollseren 
(PRECILIP, MONITROL I-E und 
II-E) verwenden und daraus durch 
Verdünnen mit Albumin-Lg. Stan- 
dard-Lgen. herstellen. 
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BILIRUBIN (gesamt) | OrydatTones- B 04.1 


Ausführung 


kungen 
2 


1 1-cm- 1,20 ml Puffer-Ig. 
Küvette 































+ 0,20 ml Serum + 0,20 ml Bilirubin- 
(Plasma) Stand.-Lgen. b 


mischen (Glasstab!),. 


+ 0,05 ml Natrium-hypochlorit-Ig. 


mischen (Glasstab!). 





Sofort photometrieren bei 
460 nm gegen Puffer-Ig. 


(= Enr» Es+z,) D) 

Achtung: Extinktionen ablesen, 
wenn sie sich nicht mehr ver- 
ringern; spätestens jedoch 

ı Min. nach Zugabe der Hypo- 
chlorit-Ig. 


ja 
P und St bei 460 nm gegen 
Puffer-Lg. photometrieren 
(: En» Eo+) 
Br 
= 


x mg Bilirubin (gesamt)/100 ml Serum 
(Plasma) 


mg Bilirubin (gesamt)/100 ml 
Standard-Ig. 


x mg Bilirubin/100 ml » 17,1 = y pamol Bilirubin/1000 ml 


(Anmerkung 5) 
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BILIRUBIN (gesamt) | OryAatzons- B 04.1 


Anmerkungen: 


















Für die Bilirubin-Bestimmung ist möglichst Serum einzu- 
setzen. Plasma ist uneingeschränkt einzusetzen, wenn als 
Antikoagulanz EDTA, Zitrat oder Oxalat verwendet wird. 


| Die Proben müssen unbedingt vor direktem Sonnenlicht ge- 
schützt werden; sie sind dunkel aufzubewahren! Maximale 

Lagerzeit bis zur Bilirubin-Bestimmung: Zimmertemp: 2 Stun- 
den; 2 - 5 °C: 8 Stunden; &-12 °C: mind. 1 Monat. Diese La- 

| gerzeiten gelten auch für die Standard-Lgen. und Richtig- 
keitskontrollseren! 


Hämolytische Proben sind nicht brauchbar! Werden in Ausnah- 
mefällen doch schwach hämolytische Seren eingesetzt, dann 
ist das Ergebnis anzugeben: >x mg B./100 ml Serum 

(x = errechneter Wert). 


Bei Verwendung des SPEKOL 10 mit Meßansatz EK 5 und Mikro- 
Absaugküvetten können die Einsatzmengen verringert werden: 
ı Puffer-Lg.: 0,50 ml; Serum (Plasma): 0,08 ml; Na-hypo- 
| chlorit-ILg.: 0,02 ml. 

























| Die Vorschrift ist ausgelegt für Bilirubin-Konzentrationen 
<&1,5 mg/100 ml ( E = ca, 0,15). Sollen höhere Konzentre- 
tionen bestimmt werden, dann ist die Serummenge auf 0,10 ml 
(bis ca. 3 mg B./100 ml) bzw. 0,05 ml (bis ca. 6 mg B./100 
ml) zu reduzieren oder das Serum (Plasma) ist mit Human- 
Serumalbumin-Lg. (2 g/100 ml) zu verdünnen. Die Bilirubin- 

ı Standard-Lgen. sind dann in gleichen Volumina und entspre- 
ı chenden Konzentrationen einzusetzen. 





; Die Probenansätze bzw. die Standardansätze sind sofort nach 
Zugsbe der Na-hypochlorit-Lg. zu photometrieren. Die Oxyda- 
ı tion des Bilirubins ist innerhalb weniger Sekunden, späte- 

| stens jedoch nach 1 Minute abgeschlossen. Die Reaktionsan- 

ı sätze sind so lange im Strahlengang des Photometers zu be- 

| lassen (max. 1 Min.!), bis das Extinktionsminimum erreicht 

| ist. Verringert sich die Extinktion auch noch nach einer Ni- 
ınute Reaktionszeit, dann ist die Messung mit einer reduzier- 
ten Serummenge entsprechend Anmerkung 3 zu wiederholen. 


Die Seren können (im Gegensatz zu den Standard-Lgen.) Sub- 
stanzen enthalten, die mit Hypochlorit farbige Oxydations- 
produkte bilden. Sie führen zu einer langsamen Extinktions- 
erhöhung (EpL) und verkleinern damit die für die Konzentra- 
tionsberechnung zu ermittelnde Extinktionsdifferenz 

(Ep - Ep;). Bei genauer Einhaltung der Arbeitsvorschrift 
(Messung von Epı, innerhalb einer Minute) ist diese Extink- 
tionszunahme £ 0,003. Die errechneten Bilirubin-Konzentra- 
tionen können deshalb bis zu 0,03 mg/100 ml zu niedrig sein. 
Bei extrem niedrigen Bilirubinkonzentrationen im Serum 
(Plasma) können evtl. auch negative Werte errechnet werden. 
Sie sind als £0,03 mg B./100 ml anzugeben. 
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Methodenmerkmale:; 


Methodenbearbeitung: . IaT Eberswalde-Finow, 1980 


Wiederauffindung: 


Präzision: 


in der Serie: s%%& 8,0 
(n = 20) | - 
bei Bilirubin- 

von Tag zu Tag: S %%&10,0 Konzentrationen 
(n=5) &0,5 mg/100 ml 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 150 
(Einzelbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 
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Nach Ablösung des Eisens vom Transferrin und Reduktion zu Fe 


wird mit Bathophenanthrolin eine rote Komplexverbindung ge- 
bildet. 





Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung | 


Magnesium- ca. 2% 20 g Magnesiumchlorid p.a. in 
chlorid-Ig. 1000 ml dest. Wasser lösen 
Hydroxylammonium- 

chlorid p.a. 

Natronlauge 30% 30 g Natriumhydroxid p.a. in 


70 ml dest. Wasser lösen 
Eisessig p.a. 


Emulgator-Ig. a) 180 8 EMULGATOR E 30 in 400 ml 
heißem dest, Wasser lösen, 
300 ml Magnesiumchlorid-Lg. 
und danach 3 ml latgonlauge 
zugeben, daß das NMg“t als 
Mg(OH)> ausfällt, 


Am nächsten Tag filtrieren, 


b) 10 g Hydroxylammoniumchlorid 
in 500 ml dest. !asser lösen 
und mit 500 ml Emulgator-Lg. 
a versetzen, Der pH=\ert ist 
mit Natronlauge (bzw, Eis- 
essig) mittels einer Glas- 
elektrode auf pH 5,0 einzu» 
stellen und wöchentlich zu 
kontrollieren, 

Lagerung bei Zimmertemperatur, 


Batho- 25 mg Bathophenanthrolindisulfon- 

phenanthrolin-Lg. saures-Na in 10 ml dest. Wasser 
lösen. 

Eisen-Standard- 200 aM a) 78,4 mg Ammonium-eisen(II)- 

Lg. sulfat ((NH4)>Fe(SO4) . 6H50) 


p.a. in dest. Wasser zu 100 
ml Lg. lösen; 2 Tropfen konz. 
Schwefelsäure zusetzen. 
Haltbarkeit: 4 Wochen 

b) Für die Eichkurve 0,5, 1,0 ... 
2,5 ml Lg. a mit dest. Wasser 
zu 100 ml auffüllen (= 10, 20 
LE ol Fe/1000 ml) 
Haltbarkeit: 1 Woche 
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Bathophenanthrolin Serum 
Ausführung: 
er 
| | kungen 
r L» St Ic, 








t 








+0,2mMl +0,2m +0,2m 
Serum Fe- dest, 
(Plasma) (Plasma) Stand.- Wasser 
Lgen, b 
+0,02 ml +0,2ml +0,02 ml +0,2ml 
Bathop, - dest, Bathop. - dest, 
17:7 Wasser Lg. | Wasser 







mischen; 15 Min. im Wasserbad 
(37 °C) erwärnen. 


Nach Abkühlung innerhalb von 
60 Min, P, L, und St gegen Lo+ 
bei 535 nn photometrieren. 













Berechnung; 


Die Extinktionen der Fe-Standard-Lösungen b sind gegen 
deren Konzentrationen aufzutragen (graphische Darstellung 
der Eichkurve) S, auch Anmerkung 2. 


zu bilden, 


Es sind die Differenzen AE = En - a 


Die Eisenkonzentration im Serum (Plasma) ist aus der 
Eichkurve abzulesen, 


Umrechnung: 1 amol Fe/1000 ml = 5,585 ug Fe/100 ml 
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| | Bathophenanthrolin- Serum 


Anmerkungen: 


Als Antikoagulanz für die Plasmagewinnung Heparin anwenden. 



















Der Eisengehalt der Emulgator-Lg. ist vor dem ersten Ge- 
brauch und weiter wöchentlich zu kontrollieren. Dazu sind 
0,6 ml Emulgator-Lg. mit 0,2 ml dest. Wasser und 0,02 ml 
Bathophenanthrolin-Lg. zu vermischen. Die Emulgator-Lg. ist 
gebrauchsfähig, wenn die Extinktion dieser Mischung bei 

535 nm (gemessen gegen eine Mischung aus 0,6 ml Emulgator- 
Lg. und 0,2 ml dest. Wasser) & 0,05 beträgt. 

Die Eichgerade verläuft deshalb im allgemeinen nicht durch 
den Koordinatenursprung. 


Das Serum (Plasma) muß vor Gebrauch auf Zimmertemp. erwärmt 
werden. Hämolytische Proben sind nicht zu verwenden, 


Sollten nach der Zugabe von Serum (Plasma) zur Imulgator-iLg, 
Trübungen auftreten, dann ist der pH-Wert der Emulgator-Lg, 
zu überprüfen oder nötigenfalls die Hydroxylammoniumchlorid 
Konzentration um 1-2 g/Iiter zu verringern, 

Für jede Probe ist ein gesonderter Lp zu bereiten! 


Die zugesetzte Menge an Bathophenanthrolin-Lg. ist ausrei- 
Ichend für Fe-Konzentrationen bis 90 nMol/1000 ml 


Die Küvetten sind im Küvettenhalter durch Unterlegen eines 
3 mm starken Gummiplättchens anzuheben. 


Methodenmerknmale: 





Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; (1974), .1980 


Wiederauffindung: 97 - 101 % 
Präzision: | 


in der Serie 5% & 2,5 
(n = 20) 


von Tag zu Tag: 5% & 4,0 
(n = 20) ’ 


Probenanzahl/Tag -» AK: | mind. 100 
(Einfachbestimmungen) 
Verbindlichkeitstermin: 
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EISEN-BINDUNGSKAPAZITÄT (totale) M 05,1.1 


Durch Zugabe einer überschüssigen Menge Fe2+t-Ionen zum Serum 
(Plasma) wird das Transferrin mit Fe gesättigt. Überschüssiges 


Fe2+ wird zusamnen mit basischem Magnesiumkarbonat ausgefällt 
und im Überstand das proteingebunde Fe entsprechend Methode 
M 05.1 quantitativ bestimmt. 


Serum, Plasma (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Magnesium- 
chlorid-Ig. 


Hydroxylammoniunm- 
chlorid p.a. 


Natronlauge 30 % 
Eisessig p.a. 
Emulgator-Lg. 


Bathophen- 
anthrolin-Lg. 


Eisen-Standard- 





siehe Arbeitsvorschrift M 05.1 


Lg. 
(Anmerkung 2 


beachten!!) 


Natriumkarbonat- 0,3M 8,6 g Natriumkarbonat p.a. 

lg. (Na2C0O3 »- 10H50) in dest. Was- 
ser lösen, zu 100 ml auffüllen 
(s.a. Anmerkung 3) 


Magnesiumsulfat- 0,3M 7,4 g Magnesiumsulfat p.a. 

Lg. (MgS0O4 - 7H20) in dest. Wasser 
lösen, zu: 100 ml auffüllen 
(s.a. Anmerkung 3) 
Haltbarkeit: 2 Wochen 


Eisen-Lg. 8 140,8 mg Ammonium-eisen(II)- 
sulfat p.a. ((NH4)>Fe(S04)> - 
6H20) in dest. Wasser lösen 
und zu 1000 ml auffüllen. 

2 Tr. konz. Schwefelsäure zu- 
geben. 
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EISENBINDUNGSKAPAZITÄT | Bathophenanthrolin- | Serum M 051,1 
(totale) Methode Plasma « 


Ausführung: 


Aa BAtti des Transferrins mit Eisen-Ionen;z 





0,2 ml Serum (Plasma) 0,2 ml Serum 
(Plasma) 
+ 0,1 ml Eisen-Ig, + 0,1 ml dest, Wasser 


mischen; 10 Min, im Wasserbad 
(37 °C) erwärnen, 


ml Netriumkarbonat-Lg, 
ml Magnesiumnsulfat-Ig, 


mischen, nach 35 Min, zentrifugie- 
ren, Überstand weiter nach B, ver- 
arbeiten, 





PB, Bestimmun ee 3 Transferrin-Biseng: 


= 0,6 ml Emulgator-Lg. = 





Pe an Bet 1 me! 

+ nn. ee DEI, et —: 2 ml +0,2mM + Fa 7 
Überstd, Überstd, Fe- dest, 
aus A eus A Stand,= Vasser 

Lgen,. b 

+ 0,022 ml +0,02 ml +0,02 ml +0,02 m 
Bathop, - dest, Bathop, - dest, 

va Kt Vasser I Wasser 

mischen; 15 Min, im Wasserbad 
(37 °C) erwärmen. 


Nach ee innerhalb von 
60 Min, Lo und St gegen I... 


bei 535 nn pfhotometrieren,. 
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EISENBINDUNGSKAPAZITÄT | Bathophenanthrolin- | Serum M 05.1.1 
(totale) Methode Plasma z 


Berechnung: 





Die Extinktionen der Fe-Standard-Lösungen b sind gegen 
deren Konzentrationen aufzutragen (graphische Darstellung 
der Eichkurve). 

s. Anmerkung 2 


Es sind die Differenzen AE = Ep - Erjp zu bilden. 
(Anmerkung 6) 


Die Eisenbindungskapazität des Serums (Plasmas) ist aus 
der Eichkurve abzulesen. 


Umrechnung: 1 amol Fe/1000 ml = 5,585 ag Fe/100 ml 


Als Antikoagulanz für die Plasmagewinnung Heparin verwenden. 


Die Eisen-Standard-Lösungen b für die Eichkurve werden in 
gleicher Weise bereitet wie für die Eisenbestimmung nach 

M 05.1; d.h. 0,5; 1,0, ... 2,5 ml der Lg. a werden mit dest. 
Wasser zu 100 ml aufgefüllt. Diese Lösungen entsprechen 
einer totalen Eisen-Bindungskapazität von 35, 70, ... 175 
umol Fe/1000 ml Serum (Plasma). 


Die Natriumkarbonat- und Magnesiumsulfat-Lg. haben eine be- 
grenzte Haltbarkeit. Es sollte einmal wöchentlich überprüft 
werden, ob mit diesen Lösungen noch eine vollständige Aus- 
fällung überschüssiger Fe-Ionen erreicht wird. Dazu wird der 
Ansatz P anstelle von Serum (Plasma) mit dest. Wasser durch- 
geführt. Die Extinktion dieses Ansatzes (Arbeitsschritt B3) 
darf nicht größer sein als die des Ansatzes Ls+, dem im Ar- 
beitsschritt B2 0,02 ml Bathophenanthrolin-Lg. anstelle von 
0,02 ml dest. Wasser zugefügt wird. Ansonsten sind die Lö- 
sungen zu erneuern. 


Es sind die Anmerkungen 2,3,4,5 und 7 in der Arbeitsvor- 
schrift M 05.1, Blatt 3 zu beachten! 


Die zugesetzte Menge an Bathophenanthrolin-Lg. ist ausrei- 
chend für die Bestimmung von Eisen-Bindungskapazitäten bis 
315 numol Fe/1000 ml. 


Bei gleichzeitiger Bestimmung von Eisen im Plasma nach Ar- 
beitsvorschrift M 05.1 kann auf eine gesonderte Bestimmung 
von Lp nach M 05.1.1 verzichtet werden: 

ELp (M 05.1.1) = Ein (M 05.1): 3,5. 
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EISENBINDUNGSKAPAZITÄT Bathophenanthrolin- Serum M 05.1.4 
(totale) Methode Plasma u 


Methodenmerkmale: 





Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1974, 1980 


Präzision: 


in der Serie: 
(n = 20) 


von Tag zu Tag: 
(n = 20) 


Probenanzahl/Tag »- AK: mind. 80 
; (Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1, 6. 82 
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KREATININ NT, 


Pikrinsäure-Methode: 


Kreatinin bildet mit Pikrinsäure in alkalischer Lösung eine 
orangerote Komplexverbindung. 


Serum, Plasma, Harn (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


| Reagenz Konz. Herstellung 


Pikrinsäure-Lg. 2,0 g umkristallisierte Pi- 
krinsäure durch Erhitzen in 
100 ml dest. Wasser lösen. 
Nach 24 Stunden Ig. vom Boden- 
körper abdekantieren. 
(Umkristallisieren von Pikrin- 
säure: _ 

1 Teil Pikrinsäure durch Er- 
hitzen in 1,5 Vol.-Teilen Eis- 
essig lösen; eine Spatelspitze 
Aktivkohle zugeben; 3 Min. un- 
ter Rühren weiter erhitzen. 
Heiß filtrieren. Nach dem Ab- 
kühlen Pikrinsäure-Kristalle 
absaugen und feucht in brauner 
Glasflasche aufbewahren.) 





Salzsäure ca. 8,3 ml Salzsäure p.a. (37 %) 
0,1 N mit dest. Wasser zu 1000 ml 
auffüllen. 


Natronlauge ca. 10 g Natriumhydroxid p.a. in 
0,25 N dest. Wasser lösen; zu 1000 ml 
auffüllen. 


Kreatinin- 100 mg/ 50 mg Kreatinin p.a. (über 

Standard-Ig. a 100 ml Phosphorpentoxid getrocknet) 
in 0,1 N Salzsäure zu 50 ml 
Ig. lösen. 


Kreatinin- 2 mg/ 1 ml der Kreatinin-Stand.-Ig. 
Standard-Ig. b 100 ml a mit 0,1 N Salzsäure zu 50 ml 
auffüllen. 
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KREATININ pPikrinsäure-Methode N 01.1 
Ausführung 


Geräte Ausführung 
kunge 
Pr 1,0 ml Pikrinsäure-Ig. En 
+ 0,3 ml +0, 30m +. 0, 3.ml 
Serum Wasser Kr,-Stand.- 
(Plasma) Les.b 


schütteln (30 Sek.). 15 Sek. 

im kochenden Wasserbad erh.; in 
kaltem Wasser abkühlen; zentri- 
fugieren. 


Überstand 
Natronlauge 


mischen; dunkel stellen. 


Nach 20 Min. P und St gegen L bei 
530 nm photometrieren. 


mmol Kreatinin/1000 ml Serum (Plasma) 


mg Kreatinin/100 ml Serum (Plasma) 
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8 -GLUTAMYL- Kinetischer 1 
TRANSPEPTIDASE (x-GT) Mest Serum B 14,1 


Ausführung: 


kungen 


1,000 ml Substrat-Puffer-Ig. 






5 Min. auf 37 °C temperieren. 


kurz mischen und in vortempe 
rierte (37 °C) Küvette 
(Schichtdicke 1 cm) über- 
führen. 















Extinktion von P gegen 
Substrat-Puffer-Lg. bei 
405 nm sofort und danach noch 
3 x im Abstand von 1 Min. 
(bei 37 °C) messen. 





Berechnung: 


a. Es sind die Differenzen AEFE aus zwei aufeinanderfolgenden 
Messungen zu_berechnen. Aus den 3 berechneten AE ist der 
Mittelwert AF zu bilden. 

b. AE - F = x U x-GT/1000 ml Serum 

AE»- F* - y „kat x-GT/1000 ml Serum 


Serum-Einsatz 


0,100 ml 0,050 ml 0,020 ml 


LO 2119 5146 
18,504 35,928 85,789 


(Anmerkungen 3, 5) 
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x -erurangı - Kinetischer a4 i 
S TRANSPEFETDASE (-0N 


Anmerkungen: 


Max. Lagerzeit der Serumproben bis zur $-GT-Bestimmung: 
Zimmertemp.: 5 Tage; 2 - 5 °C: 1 Monat; £-12 °C: 2 Monate 
(mind.!) 


Bei Verwendung des LACHEMA-Testbestecks wird die Substrat- 
Puffer-Lg. wie folgt angesetzt: 

5 Tabletten $-Glutamyl-p-nitranilid im Mörser zerreiben. 
495 mg davon abwägen, in 70 - 80 ml Tris-Puffer bei 50 - 
60 °C lösen, 10 ml Glycylglycin-Lg. zugeben, mit Tris- 
Puffer zu 100 ml auffüllen. 


Sind AE und AE größer als ca. 0,1, denn ist die Serum- 
menge auf 0,050 bzw. 0,020 ml zu reduzieren oder die Pro- 
ben sind mit physiol. Kochsalzig. (1 Teil Serum + 9 Teile 
phys. Kochsalzlg.) zu verdünnen (Berechnungsergebnis unit 
dem Faktor 10 multiplizieren!). 


Bei größeren Serien empfiehlt sich die Verwendung des 
Meßansatzes EK 5-aut, der das Vermessen von 4 Proben neben- 
einander gestattet. In jedem Fall muß der Meßansatz mit 
einem Umwälzthermostaten genau temperiert werden. 


Die Faktoren F und F* errechnen sich aus der Beziehung: 


F- ii . 1000! 8 _ V. „ 1008 
® K ® ® 
V Volumen des Probenansatzes in ml 
Er Molarer Ext.-Koeff. des p-Nitranilins bei 405 nm 
g 


9,91 cm2/Mol. 
eingesetzte Serummenge in ml. 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE Kinetischer Plasma ER 12.2 
(AP) Test Serum u 


Ausführung: 


Geräte Ausführung 
kungen 


1, OO ml eher 
Puffer-Le. 






5 Min. im Wasserbad (37 °C) 
erwärmen. 


















+ 0,04 ml Plasma 
(Serum) 


mischen. Mischung sofort in 
temperierte (37 °C) 1-cm- 
Küvetten überführen. 






Extinktion von P gegen Nitro- 
phenylphosphat-Puffer-Lg. bei 
405 nm sofort und danach noch 
dreimal im Abstand von 1 Min. 
bei 37 °C messen. 


Es sind die Differenzen AE aus zwei aufeinanderfolgenden 
Extinktionsmessungen zu berechnen. 

Aus den drei berechneten AE ist der Mittelwert ARE zu 
bilden. 


Fo = x U AP/1000 ml Plasma (Serum) 
. F* = y nkat AP/1000 ml Plasma (Serum) 


Plasma-(Serum-)Einsatz 


0,040 ml 0,020 ml 0,010 ml 


2742 5430 
23,302 45,708 90,520 





(Anmerkung 5) 
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ALKALISCHE PHOSPHATASE Kinetischer Plasma E 12.2 
(AP) Test Serum 





Anmerkungen: 


Plasma-(Serum-)Gewinnung streng nach Arbeitsvorschrift 

A 02.1 bzw. A 03.1 durchführen. 

Als Antikoagulanz für die Plasmagewinnung nur Heparin ver- 
wenden. 

Lagerzeit der Proben bis zur AP-Bestimmung: 
Zimmertemperatur: max. 6 Stunden; 2 - 5 00: max. 48 Stunden; 
&-12 °C: mind. 2 Monate. 


Achtung! Mikroliterpipetten vor Verwendung eichen und täg- 
lich überprüfen! 


Bei AE?O,15 (s. Abschnitt "Berechnung") ist der Plasma- 
(Serum-)Einsatz auf 0,020 bzw. 0,010 ml zu reduzieren. 


Der Meßansatz muß mit einem Umwälzthermostaten temperiert 
werden. Es empfiehlt sich die Verwendung des Meßansatzes 
EK 5-aut, der das Vermessen von 3 Proben (und 1 Leerwert) 
nebeneinander, bzw. des Meßansatzes EK 5-aut in Verbindung 
mit der Küvettenwechselautomatik und dem Schreiber G1B1 
der das Vermessen von 4 Proben (Leerwert kann entfallen) 
nebeneinander gestattet. 


Meßeinstellung: SPEKOL mit Meßansatz EK 5-aut und 
Küvettenwechselautomatik 
Photozelle mit Graufilter 10 % 
Wechselautomatik: MIT, 
Papiervorschub (G1B1): 2 cm/Min. 


Die Faktoren F und F* errechnen sich aus der Beziehung: 


V_. _1000 


BR eine 
BD 


22 E56 
Er - 5 . 60 


F 
Volumen des Probenansatzes (in m]l) 


Molarer Extinktionskoeffizient des _, 
Nitrophenol bei 405 nm (18,6 cm? . Mol” ) 


eingesetzte Plasm&-(Serun-)Menge (Inml), 
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KREATINKINASE FERMOGNOST (R) - 
Ausführung Probenansätze 


kungen 


0,04 ml Plasma 
(Serum) 


















0,04 ml Plasma 
(Serum) 





in Eiswasser stellen (5 Min.). 


+ 0,36 ml Kreatin- + 0,36 ml ATP-Ig. 
ATP-ILg. (eisgekühlt) 
(eisgekühlt) 








ml Thioglykolsäure-Lg. 










mischen; genau 30 Min. bei 
37 °C inkubieren; danach sofort 
in Eiswasser stellen. 







Natriumselenit-Lg. 











intensiv mischen; nach 5 Min. 


zentrifugieren (2 Min.) 






ml Molybdat-Reduktionslg. 
O ml Überstand 









mischen. 


P und L nach 30 Min., aber inner- 
halb von 60 Min., bei 720 nm 
gegen Wasser photometrieren. 


Fortsetzung Blatt 4 
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Anmerkungen: 


. za 


Die Füllung der Kapillaren mit venösem bzw. Kapillarblut 
lerfolgt in der Regel direkt an der Blutentnahmestelle 
(z. B, angeritzte Ohrvene, Ansatzkonus der Venenkanüle). 
Die Arbeitsschritte 2-4 sollten sich unmittelbar anschlie- 
ßen. Es ist möglich, aus kühl aufbewahrtem Heparin- oder 
ADTA-Blut bis mindestens 24 Stunden nach der Entnahme den h 
Hömatokrit zu bestimmen. Die Proben sind einzeln unmittelbar } 
vor dem Füllen der Kapillaren intensiv zu schwenken. | 


Die angegebene Füllhöhe (4/5 der Gesamtlänge) der Kapillaren | 
ist unbedingt einzuhalten, um die Arbeitsschritte 2 und 4 ; 
richtig durchführen zu können. 


Beim Abschmelzen dürfen sich keine Kugeln am Kapillarende 
bilden. | 

Die Blutfüllung darf dabei nicht heiß werden. In solchen 
Fällen sind die Kapillaren zu verwerfen. 

Bei der Hk-Bestimmung in Schweineblut sind die Kapillaren 
spätestens 10 Min. nach dem Füllen zu zentrifugieren! 


Bei den einfacheren Geräten muß jede Probe einzeln aus dem | 
Rotoreinsatz genommen und mit der-Auswertschablone vermessen! 
werden. ; 


Methodenmerkmale; 





Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1973, 1982 
Präzision: 


in der Serie: 
(2'= 10) 


Probenanzahl/Tag RE) mind. 250 


(Einfachbestimmunrgen) 


Verbindlichkeitstermin: 1.07.1976 
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ANORGANISCHES PHOSPHAT | Siebtest N. 06.2.5 


Anmerkungen: 











Die bereitete Serumverdünnung kann auch für den Glukose- 
Siebtest (K 01.2.5), den Gesamt-Eiweiß-Siebtest (E 01.2.5) 
und den x-Globulin-Siebtest (E 03.1.5) eingesetzt werden. 





Als Testplasma (-serum) sind Proben mit einer Phosphatkon- 
zentration an der unteren Grenze des Normbereiches zu ver- 
wenden. Evtl. einzusetzenden wäßrigen P-Standard-Lösungen 
ist Humanserumalbumin (30 mg/ml) zuzufügen. 


Die Zugabe der Testlösung zu allen angesetzten Verdünnungen 
muß schnell und ohne zeitliche Verzögerungen erfolgen. 


Methodenmerkmale:; 






Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1977 | 


Proben mit Phosphatkonzentrationsdifferenzen von 1 mg/100 ml 
sind gut voneinander zu unterscheiden. 





Probenanzahl/Tag_ . AK: mind. 500 
: (Einfachbestimmungen) 
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LEUCINARYLAMIDASE ker E 13.1 


Ausführung 


kung en 


1,000 ml ee 


5 Min. auf 37 °c temperieren. 


+ 0,100 ml 
Serum 
(Plasma) 


kurz mischen und in vorten- 
perierte (37 °C) Küvette 
(Schichtdicke 1 cm) über- 
führen. 


Extinktion von P gegen 
Substrat-Puffer-Lg. bei 

405 nm sofort und danach noch 
3mal im Abstand von 1 Min, 
(bei 37 °C!) messen. 





Berechnung: 


sa. Es sinä die Differenzen AE aus zwei aufeinanderfolgenden 
Messungen zu berechnen. Aus den 3 berechneten AE ist der | 


Mittelwert AE zu bilden. 
AE .F = x U Leucinarylamidase/1000 ml Plasma (Serum) 


AE. F*- yyjkat Leucinarylamidase/1000 mi Plasma 
(Serum) 


Plasma(Serun-)-Einsatz 
| 0,100 ml __ 0,050 ml 0,020 ml 
| 1110 2119 5146 
18,504 35,325 85,789 





(Anmerkungen 2, 4) 
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GESAMT-EINEISS | Biuret-Methode B 01 

Ausführung 

er ee 
kungen 


+ 0,03 ml 
Wasser 



























+ 0,03 ml 
Serum 


+ 0,03 ml 
SERULAT EG 


intensiv mischen. 


Nach 30 min. P und St gegen L 
bei 546 nm photometrieren. 







x g Gesamt-Eiweiß/1000 ml Serum 


a = g Eiweiß/1000 ml SERULAT EG 





Anmerkungen: 


P und St sind gegen L nach 30 Min. und innerhalb einer 
Stunde zu photometrieren. 
Lipämische Seren führen zu getrübten Probeansätzen, die 


sich aber durch den Emulgator-Zusatz zur Biuret-Lg. klären. 
In diesen Fällen werden die Ansätze P, St und L photome- 
triert, wenn die Probeansätze vollständig klar sind 

Br: erst nach 24 Stunden!). 
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NETTO-SÄURE/BASE-AUSSCHEIDUNG | Säure-Base- | 4 
(NSBA) Titration Mmı10.1 
Ausführung 


kungen 


10,0 ml Harn 10,0 ml NSBA-Stand.- 
Harn 
En < ml Salzsäure + y ml Salzsäure 

















mischen; 30 Sek. kochen; abkühlen 









1 Formaldehyd-Lg. 
1 Indikator-Lg. 


3B 


mischen. 


Mit Natronlauge bis zum Umschlag | 
nach rot/orange titrieren. 


Berechnung: 


Salzsäure 


Natronlauge) . 10 = x mval NSBA/1000. 


ml Harn 
1 mval/1000 ml = 1 mmol/10C00 ml 
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SI-Einheiten; Umrechnungstabelle 








Parameter Mol- er Umrechnungsfaktor alte 
masse . Einheit SI=—»alt SI«alt Einheit 


Hämatokrit (Hk) 

Hämoglobin (Hb) 

Methämoglobin 

Erythrozytenzahl 

Bilirubin 584,68 wumol/l 


Azeton 58,08 mmol/l 5,808 mg/dl 
Azetessigsäure 102,089 mmol/l 10,21 mg/dl 
ß-Hydroxybutter- 

säure 104,11: pmol/l 0,01041 mg/dl 
Milchsäure 

(Laktat) 90,079 mmol/l 9,008 mg/dl 
Brenztraubensäure 88,064 nmol/l 0,008806 mg/dl 
(Pyruvat) 


Eiweiß 

(Eiweißfraktionen) g/l 

Enzyme ukat/l 
nkat/l 

Coeruloplasmin AE/s.1 


Freie Fettsäuren mmol/l 1 mval/1l 
Triglyzeride ca.875 mmol/l 0,01143 mg/dl 
Cholesterol 386,67 


Fortsetzung Blatt 2 
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SI-Einheiten; Umrechnungstabelle ANLAGE 02.1 
(1. Fortsetzung) 
# Parameter 


H I Kortisol 


Östron 
Pregnandiol 
Thyroxin 
Jod 


K I Glukose 


Laktose 


Kalzium (Ca) 
Magnesium (Mg) 
Natrium (Na) 
Kalium (K) 


Phosphor (P) 
erlor (Cl), 
Chlorid 


Eisen (Fe) 
Kupfer (Cu) 
Zink’ (Zn) 
Mangan (Mn) 
Selen (Se) 
pCO2 
Basenüberschuß 
BÜ) 


Alkalireserve 


Netto-Säure/Base- 


Ausscheidung 
(NSBA) 


Fortsetzung Blatt 3 


Blatt 


Mol. 
masse 


362,547 
270437 
320,51 
776 ,88 
126,90 


180,16 
342,30 


40,08 


SI- 


Umrechnungsfaktor 


Einheit SI=®alt SI alt 


n„nmol/l 
pamol/l 
nmol/l 
nmol/l 
nmol/l 


mmol/l 
mmol/l 


mmol/l 
mmol/l 


24,305 mmol/l 


22,99 


mmol/l 
mmol/l 
mmol/l 


39,102 mmol/l 


mmol/l 


30,974 mmol/l 
35,453 mmol/l 


mmol/l 


55,847 amol/1l 
63,546 amol/1 


65,37 
54,94 
73,96 


amol/l 
amol/l 
kunol/l 
KPa 


mmol/l 
mmol/l 


mmol/l 


36.425 
0,2704 
0,3205 
0,07769 
0,01269 


18,02 
0,03423 


4,008 

2 

2,431 

2 

er 

1 

3,910 

2 

RT 
3,545 

1 

9,585 
6,355 
6,537 
0,05494 
0,07896 
1,002 


4 
2,226 


0,02759 

3,699 

3,120 
12,87 
78,80 


0,05551 
2I set 


18,2 
12,66 
0,1333 


4 
0,4492 


alte 
Einheit 





2 


# De BA “ nA = . SE 
£ er In z A IF Bu 7 


je .,cH un Te | s Lustenau ee 
N £ (anunssatrcT „Er 


us Tn EEE EEE 


s®ia 03 Asteg uno rtnl -18 ‚IoN 
a; “ sale Heim Th Alaaaın are 


# AED 5 


= 


a P i 5.8 Ilona TH,SE 
" *93 075,0 I\Ton tft .07% 
| St st SnSsE,D L\loms 4 ‚USE 
"B,Si PATTOsE (\doms B, "art 
87 P 370,0 S\lomn 00'361 


a De NT EEE | EEE ERETEEE ELEUED 


59,51 I\fomm dri,0Bf 
KAEO.O I\töme 9E,SHE 





er. a ET a a TEN ECT EEE, 





=) a. j ft; . # \ Pe 5 
& I[\Lomm 80,0% 
ER x " 
W. . re 4‘ 
5 LOSE «> 
Ar . 
KO 
\j .. “ ri e 
% f 
' m. 
ei: „ur ,% £ 
k E Om 
PM: \Lomm 270 „O8 
b) a 7 
f N m F { 
far 
b gr per c - 
> 1 hl Tas & 
2 2 E e 
I\ oma 22T ;<X® 
f ots ct .eD 
F T 
‚ »,& i i > 
„ J 6 4 d Kr” 
2 Coma . 0°, 
sta 
\Fome 
‘ een 2 N 
PR »7 u wer 
sung rt 
| ' F zZ 1a098 
Kt Tr A TEEN, ET . 
ET SER Fu 1 
le tr 2 er DA 
’ 
a eh „ j 
BERS ER 4} er * n 





| =? u r Ki e a | DR! Ge “ z RD se 
ee a He 





SI-Einheiten; Umrechnungstabelle @ ANLAGE 02.1 
(2. Fortsetzung) | 


Parameter Mol- SI- Umrechnungsfaktor alte 
Masse Einheit SI=®alt SIe»-alt Einheit 


Kreatinin 113 M2nmolzl Gott 88,40 mg/al 
Harnstoff 60,056 mmol/l 6,006 0,1665 mg/al 
Harnsäure 168,11 y„mol/l 0,01681 59,48 mg/dl 
d-Amino-Stick- 

stoff (N>) 28,014 mmol/l 2,801 0,3570 mg/al 
Ammoniak (NH3) 17,031 amol/1 2703 0,5872 pg/dl 


Vitamin A 286,46 aumol/l 0,9549 1.047 
Vitamin E 430,72 pnmol/l 0,4307 Puac2 
(4-Tocopherol) 
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Ministerium für Land-, Forst- und Nahrungsgüterwirtschaft 
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Deutschen Demokratischen Republik 
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Klinisch-chemische 


UNTERSUCHUNGSMETHODEN 


für 
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i NATRIUM 
KALIUM 





Flammenphotometrische Bestimmun FLAPHO und MODELL III 


In einer Azetylen/Luft-Flamme werden Alkalimetall- u. Erd- 
alkalimetallatome zur Emission eines diskontinuierlichen Spek- 
trums angeregt. Die Intensität des emittierten Lichtes ist der 
Konzentration der. entsprechenden Metallionen in den Probelö- 
sungen proportional. 


ZT En ml 


Reagenzien: 


Reagenz Herstellung 


Natriumchlorid p.a. 








Bei 105 °C bis zur 


Kaliumchloriäd p.a. Gewichtskonstanz trocknen, 
Kalziumkarbonat 


De3. 


Na-Ig. 210,40 g Natriumchlorid in bidest. 
Wasser lösen und zu 1 000 ml auf- 
füllen. 


K-Ig. 16,03 g Kaliumchlorid in bidest,. 
Wasser lösen und zu 1 000 ml auf- 
ruiten, 


Ca-Lg. 12,51 g Kalziumkarbonat in wenig 
Salzsäure lösen und mit bidest. Was- 
ser zu 1 0O0OC ml auffüllen. 


Wasser/Methanol- 200 ml Methanol p.a. werden zu 
Gemisch ı 000 ml Lösung mit bidest. Wasser 
ergänzt. 


Fortsetzung Blatt 2 | 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 
KALIUM (FLAPHO 4; MODELL III) 


mÄqu. Na/l 118 130 144 160 175 
mg Na/100 ml 264 239 as“ 368 402 


en Einwaage g 
- NacL 6.721. 7.598 ,.8,.416 9,351: 10.228 


+ ml K-Ig. 
+ ml Ca-Ig. I mm nen DL Ay ER Fe I EEE 


alle 5 Lösungen mit bidest. Wasser zu 
1 000 ml auffüllen, 


K-Standard-Lösungen: 


Einwaage g 
s) Kc1 Ben 00.2980 00.324.000,373: 0,410 


+ ml Na-Ig. 4 
+ ml Ca-Ig,. el 20 de 


alle 5 Lösungen mit bidest, Wasser zu 
1 000 ml auffüllen. 


Fortsetzung Blatt 3 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 
KALIUM (FLAPHO 4; MODELL III) 


Einwaage g 
Caco3 020070,225 0,250 IE 0) 0,300 
+ ml konz. 
HC1 
+ ml Na-Lg. 
+ ml K-Ig. 


alle 5 Lösungen mit bidest. Wasser z 
ı 000 ml auffüllen, 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 


KALIUM (FLAPHO 4) 





Ausführun FLAPHO : 
A. Vorbereitung der Proben: 








Ausführung 


(Serum) Ca- Stand.- 


Lgen. a 


bidest. Wasser 


mischen (= Verdünnung 1), 


Verdünnung 1 


- 6 


zur Bestimmung von KALZIUM 


zur Bestimmung von KALIUM 


Verdünnung 1 0,2 ml Verdünnung 1 
der Probe der Na-St,- 


Lgen. a 


+ 1,8 ml bidest. Wasser 


mischen (= Verdünnung 2), 


Verdünnung 2 


- 8 


zur Bestimmung von NATRIUM 


| asshntsmmns un men, 
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Flammenphotometrische 


Bestimmung 
(FLAPHO 4) 





Ausführun FLAPHO - Fortsetzung: 
B. Bestimmung von KALZIUM, NATRIUM und KALIUM: 


kungen 


Einstellung des FLAPHO 4 (s. dazu auch 
Betriebsanleitun 









a. Preßluftmenge auf ca. 280 1/Stds. 
einstellen, 










b. Azetylenmenge nach Ermittlung des 
Umkehrpunktes einstellen (ca. 


60 1/Std.). 








Filter Verstärkerstufe 







1 Ca 62 ca. 7 
1 Na 59 BARA 
2 Keet ca. 4 











Messung: 
a. Nulleinstellung mit bidest,. Wasser. 






b. Messung der Standardansätze a - e des 
jeweiligen Elementes nach steigender 
Konzentration. 

Meßwert-Ermittlung auf der Ca- bzw. 
Na- bzw. K-Skala. 
















Messung der Probelösungen. Nach je- 
weils 5 Proben sind die Nulleinstel- 
lung und der Meßwert des Standardan- 
satzes c zu überprüfen (evtl. nach- 
stellen). 

Meßwert-Ermittlung auf der Ca- bzw. 
Na- bzw. K-Skala. 
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Flammenphotomsetrische 


Bestimmung 
(FLAPHO 4) 





Berechnun Ausführung FLAPHO 


Die Probenkonzentrationen können auf der Ca- bzw. Na- 
bzw. K-Skala direkt abgelesen werden, wenn die Konzen- 
trationen der Standardansätze (in mÄqu/l) richtig ange- 
zeigt werden. 

Treten Abweichungen auf, dann ist aus den Standardkonzen- 
trationen und den jeweiligen Meßwerten eine Eichkurve zu 
konstruieren. Die Probenkonzentrationen sind dann daran 
zu ermitteln. 


1 mäqu.Ca/l 2,00 mg Ca/100 ml 
1 mÄqu. Na/l 2,30 mg Na/100 ml 
1 mÄqu.K/l 3,91 mg K/100 ml 





Anmerkungen: 
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KALZIUM Flammenphotometrische 


NATRIUM Bestimmung 
KALIUM (MODELL III) 





Ausführun MODELL III); 
A. Vorbereitung der Proben: 








(Serum) Stand.-Lgen. 
+ 2,7 ml Wasser/Methanol-Gemisch 


mischen (= Verdünnung 1). 


Verdünnung 1 
zur Bestimmung von KALZIUM 


zur Bestimmung von KALIUM 


Verdün- 0, 2 ml Verdünnung 1 
nung 1 der Na-St.-Lgen. 
der Probe a-08 


bidest. Wasser 


mischen (= Verdünnung 2). 


Verdünnung 2 


| zur Bestimmung von NATRIUM 
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KALZIUM Flammenphotometrische 


NATRIUM Bestimmung 
KALIUM (MODELL III) 





Ausführun MODELL III) - Fortsetzun 
B. Bestimmung von KALZIUM, NATRIUM u, KALIUM: 


BER 
zen 


Einstellung des MODELL EL Ex dazu auch 
Betriebsanleitun 









a. Preßluftdruck auf 0,4 atü einstellen. 


b. Acetylendruck nach Ermittlung des 
Umkehrpunktes einstellen. 


Ce | Ca Na K 
Filter |ICa 63 Na 59 K 77 


d. Blendenöffnung: 1/2 - 3/4 











Messung: 


a. Leerwerteinstellung mit bidest. Wasser 
auf 100 Skalenteile. 


b. Messung der Standardansätze a - e des 
jeweiligen Elementes nach steigender 
Konzentration. 


c. Messung der Probelösungen. Nach je- 

weils 10 Proben sind die Nulleinstel- 
lung und der Meßwert des Standard- 
ansatzes c zu überprüfen (evtl, mit 
Blende nachstellen), 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 





KALIUM (MODELL III) 


Berechnung (Ausführung MODELL III): 


Die ermittelten Meßwerte (Skalenteile) der Standardlösun- 
gen a - e der jeweiligen Elemente sind gegen deren Kon- 
zentrationen aufzutragen, 


Die Konzentrationen der Probelösungen sind aus der jewei- 
ligen Eichkurve abzulesen, 


2,C0O mg Ca/100 ml 
2,30 mg Na/100 ml 
3,91 mg K/100 ml 





Anmerkungen: 
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KALZIUM Flammenphotometrische 
NATRIUM Bestimmung 


KALIUM (FLAPHO 4 u. MODELL III) 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1978 


Wiederauffindung (%): 


FLAPHO 4 
MODELL III 
Präzision: 
in der Serie; 
(n = 20) 


FLAPHO 4 
MODELL III } (2,0 2,0 «2,0 


von Tag zu Tag: 
Pr20) Ca Na K 


FLAPHO 4 
MODELL III 43,0%'43,0:W8 (3,0 


Probenanzahl/Tag + AK: 


mind. 300 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 12.03.1979 
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| MAGNESIUM b m 02.2.8 E 


ET 2 er Re 





ee ipetonen bilden in wäßrig-alksholischer Lösung bei pH 
i9 - 10 mit Magon eine rotviolette uk. 





; Serum, Plasma (Anmerkung 1) 


en: 





Nr. | Reagenz | Konz. Herstellung 

1 Triäthanolamin 8. u. 3! 

2 | Magon (x) 

3 | Testiösung Zu 10 ml Trißthanolarin Weruen, 
10 me Ma ag gegeben; Le. mi 
bidsst, 
füller. 


Haltbarkeit: mind, 2 “ochen, 

Achtung! Die Mestldsune muß 
au sein, Bei Rotfär kung 14% 
das Triäthanotumin durch Is- 
stillstion untsr verain- orte 
Druck zu reiriaer (ie 28 97 
bei 10 Torr!. 
ä Mg-Standard-Lg. 0,75 mM a. Testalampulle "HIV Matiz" i 
auf 1 000 mi Lg. auffüllen, 
Oder:0,403 x Magnesiumoxid 

Dia, in wenig halbkenz, 


h 
Y 
a88er zu 100 mi aufs | 


Salzsäure lösen; mit dest, i 
Wasser zu 100 ml Lg. auf- : 
füllen. E 
b. 0,75 ml Lg a mit dest. Hau; 
ser zu 100 ml Lg, aulfüllang 


SEELE EEE EEE 











(x) Magon = Natriumsalz der 1-Azo-2-hydroxy-3-(2,4-dimetayl- 
karboxyanilido )-naphthalin-i- (Behydroxybenzol )-4= 
sulfonsäurs NIE 
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Ausführung: 






Geräts 






10 21 Serum 10 al Me-Standard-Lg. 
(Plasma) b 
+ 150 ul Testlösung 


mischen. 


Farbvergleich zwischen Probsr- und 
Standardansatz. 


ee 1, ee = S FEIERTEN FPIELTEBE TEE 3 7 a >= R Pe EEE EEE Tr RE 


Auswertung: 






: Mit steizender Magnesiumionenkonzentration färbt sich das Reak- 
tionsegsmieach zunehmend rot (Linearität im Bereich von 0 - 1 
mMol/l). i 
Ist der Farbton der Probeansätzs rötlicher als der des Stendard+4 
| ansatzes, so ist deren YHagnesiumionenkonzentrationy0,75 MM/1 = 14 
| 1,82 mg/i00 mi Serum (Plasma). 








Anmerkungen: 


Als Antikoagulanz für die Plasmagswinnung nur Heparin ver-! 
wenden! 


Durch Veränderung der Konzentration der Mg-Standard-ig. 
können beliebige andsre Grenzwerte eingestellt werden. 
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MAGNESIUM Magon-Siebtest M 02.2,S 


Methodenmerkmale:; 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1977 


Proben mit einer Mg°+-Konzentrationsdifferenz von 0,1 mMol/l 
( =0,24 mg/100 ml) sind gut voneinander zu unterscheiden. 


Probenanzahl/Tag . AK: mind. 700 


(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitsternin: 1. 03. 1979 
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EISENBINDUNGSKAPAZITÄT (totale) 


Bathophenanthrolin-Methode (ohne Enteiweißung): 


Durch Zugabe einer Üüberschüssigen Menge Fe2+-Ionen zum Serum 


(Plasma) wird das Transferrin Fe-gesättigt. Danach wird das 
überschüssige Fe2+ zusammen mit basischem Magnesiumkarbonat 
ausgefällt. Im Überstand ist das proteingebundene Fe entspre- 
chend Methode M 05.1 quantitativ zu bestimmen. 


Serum, Plasma (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 
E Reagenz Konz. Herstellung 





Magnesiumchlorid- ca. 2% 20 g Magnesiumchlorid p.a. in 
Lg. 1 000 ml dest. Wasser lösen. 


Hydroxylammonium- 
chlorid p.a. 


Natronlauge 30 % 30 g Natriumhydroxid p.a,. in 
70 ml dest. Wasser lösen, 


Eisessig p.a. 


Emulgator-Ig. 180 g EMULGATOR E 30 in 400 ml 
heißem dest. Wasser lösen, 
300 ml Magnesiumchlorid-Ig. 
und danach soviel Natronlauge 
(max. 2 - 3 ml) zugeben, daß 
das Mg als Mg (OH)> ausfällt. 
Am nächsten Tag filtrieren. 
20 g Hydroxylammoniumchlorid 


in wenig dest. Wasser zugeben. 
Lg. mit Eisessig auf pH 5 ein- 
stellen, kühl aufbewahren. 

Lg. vor Gebrauch mit gleichen 
Volumenteilen bidest. Wasser 
verdünnen,. 


Bathophenanthrolin- 25 mg Bathophenanthrolin-di- 
Lg. sulfonsaures-Na in 10 ml dest. 
Wasser lösen. 


Natriumkarbonat- 0,6 M 17,8 g Natriumkarbonat 

Ig. (Na2C03 - 10H20) in dest. Was- 
ser lösen und zu 100 ml auf- 
füllen. 


Magnesiumsulfat- 0,6 M 14,8 g Magnesiumsulfat p.a. 

Ig. (MgS04 - 7H20) in dest. Was- 
ser lösen und zu 100 ml auf- 
füllen. 
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EISENBINDUNGSKAPAZITÄT | Bathophenanthrolin- | Serum M 05.1.4 
(totale) Methode (o. E.) Plasma — 
Reagenzien (Fortsetzung): 


Reagenz Konz. Herstellung 


Eisen-Ig. 2 mg/ 140,8 mg Ammoniumeisen(II)- 
100 ml sulfat p.a. ((NH4)2 Fe (S04)> 
« 6 H20) in dest. Wasser lösen 
und zu 1 000 ml auffüllen, 
2 Tropfen konz. Schwefelsäure 
zugeben. 


Eisen-Standard- 1 mg/ 70,4 mg Ammoniumeisen(II)- 

Ig. 100 ml sulfat p.a. ((NH4)>Fe(SO4)>2 
« 6 H20) in dest. Wasser lösen 
und zu 1 000 ml auffüllen. 
2 Tropfen konz. Schwefelsäure 
zugeben. 
FUTEALO HICHKUTVE, U,5,03,0. 005 
3,0 ml Lg. mit dest. Wasser 
zu 10 ml auffüllen (2175, 
ER Tr) a 
Haltbarkeit der verdünnten 
Eichlösungen: mind. 3 Tage 
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EISENBINDUNGSKAPAZITÄT ES nophenanthzelin- Seru ae 
(totale) Methode (o. E.) Plasma >. 


Ausführung: 


0,2 ml Serum 0,2 ml Serum 
(Plasma) (Plasma) 
+ 0,1 ml Eisen-Ig. + 0,1 ml dest. 
Wasser 


mischen, 10 Min. im Wasserbad 
5 (37 °C) erwärmen. 


ml Natriumkarbonat-Ig. 
ml Magnesiumsulfat-Lg. 


mischen, nach 35 Min. zentrifu- 
ieren, 
berstand weiter nach B verar- 
beiten. 
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| EISENBINDUNGSKAPAZITÄT | Bathophsnanthrolin- 





(totale) | Methods (o. E.) 


Ausführung (Fortsetzung): 


[> 07 Zee = Ze u (ZZ 2 — = u im m a m 0 





Geräte | Ausführung 
Ri H-RG | 0,9 ml Emulgator-Ig. 


2 Ip or ator tr, lsta A 

2 | + 0,3. ml + 0,3 ml + 0,3 ml +7 0,3:m1l774,05 
Überstand Überstand Fe-Stand.- dest, 

aus A aus A Eichlg. Wasser | 


+ 0,03 ml + 0,0? ml + 0,03 ml + 0,03 ml|6 
Bathoph.- dest, Bathopi, - dest, 
Lg. Wasser Lg. Wasser | 


EN ER DET il 


N er 


mischen. 


Nach mind. 30 Min. P gegen un 
und St gegen In} bei 555 nn 
photometrisren), 








Berechnung: 





a. Die Extinktionen der Fe-Standard-Ansätze (Eichpunkte ) 
sind gegsn deren Fe-Konzentrationen aufzutragen (Anmer- 
kung 2). 






b. Die totale Eisenbindungskapazität der Proben ist auf der 
Eichgeradsn abzulssen, 
Angaben in ug Fe/i100 ml Serum (Flasms). 





REN; 


uf TV: 


Dip u 





| EISENBINDUNGSKAPAZITÄT | Bathophenanthrolin- | Serum 8 y ; 


u 
(totale) Methode (2. ER FlasneE 2 u: 





Anuarkungen? 
| Als De loasulane für Plasmagswinnung Heparin verwenden! 


Die Emulgator-Lg. Gerf sich bei Zusatz von Bathcsphenanthro 
lin-Lg. höchstens noch schwach rosa färben. In sole: en 
Fällen verläuft die Eichkurve nicht durch den Kocrdäinaten- 
ursprung. 


(Plasma) auf Zimmertemperatur zu erwärmen. 


Sollten nach dem Zusatz von Serum (Plasma) zur Enulgaior- 
Lg. Trübungen auftreten, dann ist der pH-Wert der Emulgs- 
tor-iLg. zu überprüfen; nötigenfalls ist sr mit Natronleuge 
bis auf 5,5 zu erhöhen. 


| 
Vor dem Zussmuengeben sind die Emulgator-Lr. un? das Seruu | 
| | 
Für jede Probe ist ein gesonderter L, zu bereiten, k 
Dia zugesstzte Menges Bathophenanthrolin-iLg. ist eueretousndf 
für PFe-Konzentrationen bis 1 750 ug Fe/itd ml (totele Fee | 
| Bindungskapazität) 





Be eprermels: 
? EEE EI 00 a ar RE TE EEE TR 5 ET er ae ie Be a re es 
i Mathodenbsarbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1974 : 
Wiederauffindung: 
Präzision: a. in dsr Serie: Biht 4,0 
ar a ! 
& 
b. von Tag zu Tag: e% & 6,60 | 
IE SBEOIEN. EN. ; 
Probenanzahl/Tag : AR: 46 


'Doppelbestimmungen! 


EEE EEE EEE EREEL DE EEE BRETT EAN SEELE ET TEST EDS 
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Siebtest: 


ANORGANISCHES PHOSPHAT M 06.2.5 


Phosphat-Ionen werden mit Molybdat zu Molybdatophosphorsäure 
umgesetzt, die mit Malachitgrün eine blaugrüne Additionsverbin- 


dung ergibt. 


Plasma, Serum 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Polyvinylalkohol- 0,5 g/ 
Lg. 100 ml 


Malachitgrün-Lg. 5 mM 


Ammoniummolybdat- 10 mM 
Lg. 


Testlösung 





0,5 g Polyvinylalkohol in 90 
ml dest. Wasser durch Erwärme 
lösen. 

Nach dem Abkühlen zu 100 ml 
auffüllen, 


182 mg Malachitgrün in 100 ml 
Polyvinylalkohol-Lg. lösen, 


1,235 g Ammoniummolybdat 
((NH4 )EMo 7024 « 4 H20) in 50 
ml dest. Wasser lösen; 50 ml 
konz. Salzsäure p.a. zugeben, 
Haltbarkeit: mind. 4 Wochen 


10 ml Malachitgrün-Lg. mit 8 

ml Ammoniummolybdat-Lg. mi- 

schen; mit dest. Wasser zu 

100 ml auffüllen. Vor Gebrauch 

30 Min. stehenlassen. 

Haltbarkeit: mind. 2 Wochen 
(Plasteflasche!) 
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ANORGANISCHES PHOSPHAT | Siebtest N 06.2.8 


Ausführung: 


Be 
ns er 


200 ul dest. Wasser 










+ 10 al Plasma + 10 al Testplasma 
(Serum) (-serum) 


mischen. 











20 al Verdünnung 
+ 130 al Testlösung 


mischen, 






Nach 30 Min. visuelle Einschät- 
zung der Farbintensität der Pro- 
beansätze. 


Auswertung: 


Die Farbintensität der Ansätze ist proportional der Phosphat- 
konzentration im Plasma bzw. Serum. 


Die Farbintensität der Probeansätze wird gegen die des Stan- 
dardansatzes visuell eingeschätzt, 
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ANORGANISCHES PHOSPHAT | Siebtest M 06.2.5 


Anmerkungen; 


Die bereitete Serumverdünnung kann auch für den Glukose- 
Siebtest (K 01.2 5), den Gesamt-Eiweiß-Siebtest (E 01.2 5) 
und den N -Globulin-Siebtest (E 03.1 S) eingesetzt werden. 


Als Testplasma (-serum) sind Proben mit einer Phosphatkon- 


zentration an der unteren Grenze des Normbereiches zu ver- 
wenden, Standardlösungen oder mit Wasser verdünnte Plasma- 
proben sind nicht einzusetzen! 


Die Zugabe der Testlösung zu allen angesetzten Verdünnunge 
muß schnell und ohne zeitliche Verzögerungen erfolgen, 





Methodenmerkmale:;: 


Methodenbsearbeitung;: IaT Eberswalde-Finow, 1977 


Proben mit Phosphatkonzentrationsdifferenzen von 1 mg/100 ml 
sind gut voneinander zu unterscheiden, 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 500 


(Einfachbestimmungen) 





Verbindlichkeitstermin: 1. 03. 1979 
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NETTO-SÄURE/BASE-AUSSCHEIDUNG 
(NSBA ) 


Säure-Base-Titration: 


Definiert angesäuerter Harn wird nach Zugabe von Formalin mit 
Natronlauge gegen Phenolrot titriert. 


Harn (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Salzsäure Testampulle (HC1; 1 N) mit 
dest. Wasser zu 1 000 ml auf- 
füllen. 





Natronlauge Testampulle (NaOH; 0,1 N) mit 
dest. Wasser zu 1 000 ml auf- 
füllen, 


Formaldehyd-Ig. 1 000 ml ca. 30 %ige Formalde- 
20 % hyd-Lg. mit 500 ml dest. Was- 


ser verdünnen; pH-Wert auf 6 - 
& (Indikatorpapier!) einstel- 
en. 


Indikator-Lg. 0,1 g Phenolrot in ca. 20 ml 
Athanol lösen (evtl. erwär- 
men); mit dest. Wasser zu 100 
ml auffüllen. 


NSBA-Standard- Mischharn von 5 - 10 Kühen 
Harn (s. Anmerkung 1) gewinnen und 
in 15 ml-Portionen be 
<-12 °C aufbewahren. 
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NBTTO-SÄURE/BASB-AUSSCHEIDUNG| Säure-Base- 
NS 


Mtratlone. le 





Ausführung; 


1 [eerete | 000 Ausführung er 


p St 





10,0 ml Harm 10,0 mi NSBA-Stand,. 
Harn ! 
|+ x ml Salzsäure + „ ml Salzsdäurs Eu 


mischen; 30 Sek. kochen; abkiülh- 
len lassen, 


| + 10,0 ml Formaldehyd-Lg. ar 
| it 0,2 ml Indikator-Lg. 
| | mischen. BIER | j 


31 Mit Hatronlauge bis zun "aschlag ! 
i nach rot/orangs titrieren, 14 


Eisen. ausser nein: > Ben SE ERTE 





RD AEG ET En EN, RETTEN FREE RS, 









TER TREE Ahr Au 


Berechnunr: 


Te 


Ye Tr RT N RETTEN 





® 
10 = x mÄqu. NSBA/1000 mi Harn : 


\ 






da n Y 
NEN nsäure VTatronlauge- 
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| HorTo-SAums/nasp-ausscnezouns | SAUWEZBaBS. 
NSBA 


ie 

















Bu" 33 EEE TEE UT TEE, EEE VER ERTEERET BRETTEN: 0 2. TEE BUN TALENT TTET De. a 






Ammerkungan: 
1 |Nur Spontan- odsr Katheterharn verwenden, Harnentnahme bis i 
3 Stunden nach der Fütterung! | 
[Alter der Tisre u. Reproduktionsstadi um bsachten (3. - 6. 
Laktation; 14. - 200. Melktag) 
Max, Lagsrzeit der Proben bis zur NSBA-Bestimmun 1: ; 
Raumtemn.: 6 Stunden; 2 - 5 9%C: 3 Wochen; & -12 °C: 1 Jahr‘! 





N 


|Harn vor dem Einsatz mischen und auf Raumtemp. erwärmen. 


Jeder Probe sind gesondert soviel ml (x, Y, ...) Salzsäure ! 
zuzugeben, daß ein pH-Wert & 4,0 erreicht wird (mit Indika- 
torpapier prüfen!). 


Kal 


4 | Bei stark gefärbten Probelösungsn ist eine potentiomstri- 
sche Titration anzuraten. 





Sektion Tierprod./Vsterinärmasdizin; 
Fachzruppsa Intere Medizin ser KMU 

Leipzig; 1977 
8 


Ve 8 s 





ı Präzision: 


ee es 


in der Serie: 3 %L& Us 
Be). _ _ 
von "eg, zu Tag: s% 1,0 


2) __. 


ea rag «AK: mind. 100 
(Einfachbestimmungen) 


ı Verbindlichkeitstermin: 1.03.1979 
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NETTO-SÄURE/BASE-AUSSCHEIDUNG (NSBA) 


M 10.1.5 8 





Slebtent: 


i Harn wird mit einer definierten Mangs Selzsäure angssäuert und ; 
aufgekocht. Nach Zugabe von Formalin-Lösung und unterschiedli- ; 
chen Mengen Natronlaugs erlaubt die Färbung des Inäikators E 

i Phenolrot eine Einschätzung der NSBA. 


Harn 


Reagenzien: 






Nr. | Reagenz Konz, Herstsilung ö 
1 | Salzsäure ıN Testalampulle "i N HC1" wi® 
dest. Wasser zu i OOO ml auf- $ 
füllen. n 
2 ! Natronlauge ıN Testalampulle *1 N Na0h" mit 
dest, Wasser zu 1 000 mi auf-« 
| füllen, Anmarkun> %; 
3 j Phenolrot-Ig. 0,1 & Phanolr;t in 20 m1 Athe= 
no1 (40 °C} 138 ‚sn und wii önst, 
Wasser zu 160 nı Lg. eufülisn: 
4 ij Pormslin-Lg, Car 26 mi Formalin Dia 7 f36 #ie) | 
| 20% mit 10 ml dast, Wannen vo 
| dünnen. 
5 | Formalin- 10 ml Formalin-Lg. mit 0,2 xml 
Phenolrot-Lg. Phenolrot-Lg. mischen und nit : 





Natronlauge neutralisieren £ 
(auf Mischfarbs rotorarnzs ein- i 
RL ; 
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| NE170-SÄURR/BASB-AUS SCHEIDUNG | EREBER 










Ausführung 





500 al Ham 
+ 100 ul Salzsäure 








mischen. Im Heizblock (120 °C) ca. 
1 Min. erhitzen; auf Zimmertemp, 
abkühlen, 


i+ 500 „al Formalin-Phenolrot-Lg. 


nischen: 














WER i+ 50 al Natronlauge 1224 
TEEN. EEE > - 5 
| mischsn. : 
i Ferbeinschätzung A | . 
) TbIeIbt dIs Mischung zitronengelb,| 
| dann Schritt 4 anschließen!) 
Tr % = 
| ı Natronlaugs 





mischen. 
Farbeinschätzung B 


s Aussaga nach KUTAS | 


normal 


azidot. Belastung | 
metabol, Azidose ! 
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NETTO-SÄURE/BASE-AUSSCHEIDUNG 











Siebtest = 10.1.8 


Gleiche Volumina 1 N Salzsäure und 1 N Natronlauge mischen 
und mit 1 - 2 Tropfen Phenolrot-Lg. versetzen. Die Mischung 
muß sich rotorange (Mischfarbe des Indikators!) anfärben. 


Harn nicht filtrieren. Vor Einsatz mischen, 


Der Harn soll nach dem Zusatz von Salzsäure einen pH-Wert 
& 4 besitzen. 


Durch portionsweise Zugaben von 10 al Natronlauge kann im 
Bedarfsfall die NSBA auf 20 mVal/l genau bestimmt werden, 


(NSBA) 


Anmerkungen: 





Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1976 


Härnproben mit einer NSBA-Differenz von 10 - 20 mVal/l sind am 
Aquivalenzpunkt gut voneinander zu unterscheiden. 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 400 


(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstemin: 1. 03. 1979 
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ALKALIRESERVE (AR) # 11.1.3 


Siebtest: 


Die AR ist die Gesamtmenge des durch Säure freisetzbaren CO> im 
Vollblut bzw. Blutplasma (in Vol.%). Beim Siebtest diffundiert 


das freigesetzte CO» in eine definierte Menge Natronlauge be- 
kannter Konzentration. Beim Überschreiten des unteren Grenzwer- 
tes wird gleichzeitig der Aquivalenzpunkt der Säure-Base-Reak- 
tion durchlaufen; der zugesetzte Indikator Phenolphthalein 
schlägt von rot nach farblos um. 


Vollblut, Plasma (Anmerkung 1) 





Reagenzien: 
Reagenz Konz. Herstellung 


Zum Ansetzen der Reagenzien ist destilliertes Wasser (vor 
Gebrauch nochmals auskochen!) zu verwenden. Die Vorratsfla 
schen müssen luftdicht verschließbar sein. 


Natriumbikarbonat- 0,02 N 0,168 g Natriumbikarbonat 
Standard-Le. (NaHCO3) in Wasser lösen; zu 
100 ml auffüllen, 


Schwefelsäure ca. Zu 89 ml Wasser vorsichtig®6& m 


10 Kig konz, Schwefelsäure geben. 


Natronlauge DON Testalampulle "0,1 N Natronlau 
ge" mit Wasser zu 2 000 ml Ig. 
auffüllen. 


Testlösung In 10 ml Natronlauge 10 mg 
Phenolphthalein lösen. 
Haltbarkeit: ca. 2 Tage bei f 
2 -— 5 °C im Glas- 
gefäß. | 





Blatt 1 





ALKALIRESERVE (AR)| Siebtest Vollblut, Plasma # M 11.1, 


Ausführung: 


er en 


20 ul Testlösung 


50 al Schwefelsäure 


+ 50 „ul Vollblut + 50 ul NaHCO3-Stand. 
(Plasma ) Lg. 


sofort (!) den PA-Deckel mit der 
Testlösung umgekehrt auf das 
M-RG fest aufsetzen. 


Nach 1 Stunde visuelle Einschät- 
zung der Farbintensitäten. 


rot 
(bzw. farbintsnsiver als 
der Standardansatz) 


(bzw. farbschwächer als > A4,8 Vol.% I normal 
der Standardansatz) 


Umrechnung: mVal HCO3"/1 = 0101.% 002.82 0,449 





Blatt 2 





M 11.1.5 










ALKALIRESERVE (AR)| Siebtest Vollblut, Plasma 


Anmerkungen; 








Das Blut ist aus einer ungestauten Vene zu entnehmen. Beim 
Anritzen einer Ohrvene kann das Blut direkt mit einer Mikro 
literpipette abgenommen werden. Ansonsten wird eine PA, die 
30 al Heparin und 1 kleine Schrotkugel enthält, bis zum obe 
ren Rand mit Blut gefüllt, sofort verschlossen und g8- 
Schwenkt. Die Messung muß innerhalb von 2 Stunden (Lagerung 
über Eis!) erfolgen. Bei Verwendung von Plasma ist entspre- 
chend zu verfahren. Das Plasma muß sofort nach der Blutent- 
nahme gewonnen werden! 

Die AR des Vollblutes ist ca. 4 Vol.% niedriger als die des 
Plasmas. 


Als Filterpapier Chromatographiepapier FN 2 verwenden. In 
den PA-Deckel ein mit einem Bürolocher ausgestanztes Pa- 
pierstück einlegen und mit Testlösung tränken, In das M-RG 
wird ein Papierstück 20 x 25 hochkant als Röllchen einge- 
bracht. Die Schwefelsäure und das Vollblut (Plasma) bzw. 
die Standard-Lg. werden auf das Papier pipettiert. 


Es ist darauf zu achten, daß die aufgesetzten PA-Deckel 
dicht schließen und keinerlei Beschädigungen (Risse, Löcher 
aufweisen. Passende M-RG vor Gebrauch heraussuchen! 


Durch Aufgeben anderer Volumina an NaHCO3-Standard-Lg. kann 
die Konzentration der Testlösung überprüft werden. Es müs- 
sen sich folgende Färbungen ergeben: 

















45 al Stand.-Lg. 2 40,3 Vol.,% CO? = rot 
55 al Stand.-Ig. = 49,3 Vol.,% CO2 = farblos 





Es ist zu vermeiden, daß Atemluft des Untersuchers (CO>!) 
in die M-RG bzw, PA-Deckel gelangt. Die Probeansätze sind 
sofort (!) zu verschließen, 









Methodenmerkmale:;: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1977 


Proben mit einer AR-Differenz von 5 Vol.% CO>2 sind deutlich 
voneinander zu unterscheiden, 


Probenanzahl/Tag - AK: mind. 400 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1. 03. 1979 
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KREATININ 


Pikrinsäure-Methode;: 


Kreatinin bildet mit Pikrinsäure in alkalischer Lösung eine 
orangerote Komplexverbindung. 


Serum, Plasma, Harn (Anmerkung 1) 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Pikrinsäure-Ig. 2,0 g umkristallisierte Pi- 
krinsäure durch Erhitzen in 100 
ml dest. Wasser lösen. Nach 24 
Stunden Lg. vom Bodenkörper 
abdekantieren, 
(Umkristallisieren von Pikrin- 
säure: 

1 Teil Pikrinsäure durch Er- 
hitzen in 1,5 Vol.-Teilen Eis- 
essig lösen; eine Spatelspitze 
Aktivkohle zugeben; 3 Min. un- 
ter Rühren weiter erhitzen. 
Heiß filtrieren. Nach dem Ab- 
kühlen Pikrinsäure-Kristalle 





absaugen und feucht in brauner 
Glasflasche aufbewahren), 


Salzsäure 8,3 ml Salzsäure p.a. (37 %) 
mit dest. Wasser zu 100 ml auf 
füllen. 


Natronlauge 10 g Natriumhydroxid p.a. in 
dest. Wasser lösen; zu 100 ml 
auffüllen, 


Kreatinin- 50 mg Kreatinin p.a. (über 

Standard-Lg. a Phosphorpentoxid getrocknet) 
in 0,1 N Salzsäure zu 50 ml 
Lg. lösen, 


Kreatinin- 2 mg/ 1 ml der Kreatinin-Stand.-Lg. 
Standard-Lg. b a mit 0,1 N Salzsäure zu 50 ml 
auffüllen. 
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KREATININ Pikrinsäure-Methode 
Ausführung: 
kungen 


p 
+ 0,3 ml + 0,3 ml + 0,3 ml 

Serum Wasser Kr.-Stand,. 

(Plasma) 12.20 
schütteln (30 Sek.). 15 Sek. 
im kochenden Wasserbad erh.; in 
kaltem Wasser abkühlen; zentri- 
fugieren. 


Überstand 
Natronlauge 
























mischen; dunkel stellen. 


Nach 20 Min. P und St gegen L 
bei 530 nm photometrieren,. 







= x mg Kreatinin/100 ml Serum (Plasma) 
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KREATININ Pikrinsäure-Methode m N 01,1 


Ausführung 


+ 0,01 ml + 0,01 ml 
Wasser Kr.-Stand. 
Lg. a 


mischen. 


+ 0,80 ml Natronlauge 


mischen; dunkel stellen. 


Nach 20 Min. ? und St gegen L 
bei 530 nm photometrieren. 
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KREATININ Pikrinsäure-Methode a Ya N 01.1 


Anmerkungen: 


Für die Bestimmung ist zentrifugierter Harn (max. Lagerzeit: 
Zimmertemp.: 2 Tage; 2 - 5 °C: 4 Wochen) zu verwenden. 
Eingefrorene und wiederaufgsetaute Harnproben sind nicht ein 


zusetzen. 


Ende der Pipettenspitze in die Pikrinsäure-Lg. eintauchen 
und durch Aufziehen und Ausstoßen der Reaktions-Lg. aus- 
spülen. | 





Methodenmerkmale: 
Methodenbsearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1974, 1978 
Wiederauffindung: 


Präzision: 
in der Serie; 


mind. 150 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1. 03. 1979 
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HARNSTOFF N 02.1 


Diazetyldioxim wird teilweise ee Das entstehende 


Diazetylmonoxim bildet mit Harnstoff eine gelbe Komplexverbin- 


dung. 


Serum, Plasma (Anmerkung 1) 





Reagenzien: 


Reagenz 


Diazetyldioxim- 
Lg. 


Schwefelsäure- 
Ig. 


Perchlorsäures- 
Lg. 


Harnstoff- 
Standard-Lg. 


Konz. 


Herstellung 


1 g Diazetyldioxim (= Dimethyl 
glyoxin) in 91 ml abs. Äthanol 
lösen; 23 ml dest. Wasser zu- 
geben. 


Zu 0,5 g Phenazon u. 0,45 g 
Eisen(II)-ammoniumsulfat 60 

ml dest, Wasser u. 15 ml. konz. 
Schwefelsäure p.a. (Vorsicht!) 
geben. 


Nach vollständigem Auflösen mit 
dest, Wasser zu 100 ml auffül- 
len. 


48 ml 70 %ige Perchlorsäure in 
ca. 900 ml dest, Wasser ein- 
fließen lassen; zu 1 000 ml 
auffüllen. 


40 mg Harnstoff (über Phosphor 
pentoxid getrocknet) in dest. 
Wasser zu 100 ml Lg. lösen, 
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| Modif. Diazetylmonoxim-| Serum 
Ausführung: 
[Tee Term 
kungen 
> 1,00 ml Perchlorsäure-Leg. het wer 


+ 0,02 ml + 0,02 ml + 0,02 ml 
Serum Wasser Harnst. - 
(Plasma) St.-Ig. 
































schütteln (1 Min.); zentri- 


fugieren. 






Überstand 
+ 0,20 ml Diazetyldioxim-Ig. 
+ 00 ml Schwefelsäure-Ig. 













mischen; 30 Min. im kochenden 
Wasserbad erhitzen. Abkühlen 

lassen. 20 Sek, zentrifugieren 
(2.30), 








pP und St gegen L bei 470 nm 
photometrieren, 







= x mg Harnstoff/100 ml Serum (Plasma) 
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Modif. Diazetylmonoxim- Serum 


Anmerkungen: 


Die Proben sind möglichst umgehend aufzuarbeiten. Eingefro- 
rene und wiederaufgetaute Proben ergeben im allgemeinen zu 
niedrige Harnstoffkonzentrationen. Enteiweißte Proben können 
bis zur Bestimmung mehrere Tage bei 2 - 5 °C aufbewahrt wer- 
den, 


Für den Arbeitsschritt 3 werden Plastehülsen 10 ml (PH %) 
verwendet. Beim Erhitzen der Reaktionsmischung sind die Pla- 
stehülsen mit einem Plastedeckel, der in der Mitte mit eine 
Nadel durchstochen wird, zu verschließen, 


Durch das Zentrifugieren werden die Kondensattropfen im 
Oberteil der PH* in die Reaktionsmischung zurückbefördert. 





Methodenmerkmale: 
Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow, 1978 


Wjederauffindung: 


Präzision: 
in der Serie: 


mindsn150 
(Einfachbestimmungen) 
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VITAMIN A vi 


CARR-PRICE-Methode: 
Antimontrichlorid bildet mit Vit. A in Chloroform eine inten- 


siv blaue Anlagerungsverbindung. 


Leber, Kolostrum 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Chloroform DAB 7 2 x mit dest. Wasser waschen, 
mit Na2504 trocknen, fraktio- 

niert destillisren (Kp. 61,2 
oC) 





Natriumsulfat 
DAB 7 (wasserfrei) 


Essigsäursanhydrid 
reinst 


Antimon(III)- 25 g SbCl3 (zur Vitamin A- 

chlorid-Lg. Bestimmung) in 100 ml Chloro- 
form im Erlenmneyerkolben un- 
ter Erwärmung (Wasserbad) 1ö- 
sen, mit Na2504 trocknen, 
lichtgeschützt bei 2 - 5 °C 
lagern. 
Vor Gebrauch vom evtl, Boden- 
körper abdekantieren u. zu 50 
ml Lg. 1 ml Essigsäureanhydrid 
geben, 
Achtung! Lg. ist extrem wasser 
empfindlich, Verschlossen auf- 
bewahren! 


Äthanol 96% 


Kalilauge 30 % 30 g Kaliumhydroxid p.a. in 
70 ml dest, Wasser lösen, 


Trichloressig- 10 % = 8 Trichloressigsäure in 90 
ml de 


säure-lLg. st. Wasser lösen, 


Kupfersulfat-Ig. 8 g Kupfersulfat in 100 ml 


dest. Wasser lösen. 1 ml konz. 
Salzsäure zugeben. 


Cyclohexan rein Fortsetzung Blatt 2 
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| Der Ben 
VITAMIN A CARR-PRICE-Methode | v 0144 


Reagenzien (Fortsetzung): 


Vit.A- 

Standard-iIg. & ml 
Vit.A- 60 IE/ 
|Standard-Lg. b ml 
Vit.A- 6 IE/ml 


Stendard-Lg. c 


2 - 5 06 aufzubewahren. 





300 IE/ 





1 Kapsel Vit.A-Alkohol Jena- 

pharm (30 000 IE) wird unter 

Cyclohexan aufgeschnitten und 
mit Cyclohexan zu 100 ml Ig, 

aufgefüllt. 


10 ml Vit.A-Lg. a mit Cyclo- 
hexan auf 50 ml auffüllen. 
Haltbarkeit: 1 Woche, 


ı ml Vit.A-Ig. a mit Cyclo- 
hexan auf 50 ml auffüllen, 
Haltbarkeit: 1 Woche. 


Dis Vit.A-Standard-Lösungen sind in dunkler Flasche bei 


i In den Arbeitsvorschriften werden folgende zusätzliche Abkür- 


zungen verwendet: 


C-n.: 


Cyclohexan; 
Athanol 


KOR: 


Kalilauge 





Äth.: 
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Ausführung: 
A. Verseifu der Leber; 


1,0 g Leberhomogenat 1 
+ 1,0 mi Kalilauge h 
PH mit Innendeckeln verschließen, | F 
30 Min. bei 60 °C erhitzen (Al.,- 
Block); auf Raumtemp. abkühlen 
(Wasserbad). Lg. weiter nach B, . 
verarbeiten. 


B. Extraktion und Bestimmung des Vitamin A; 


[fem] _ Heranme 


p n St 
+ 1,0 ml Ath. +71,0 ml Ath, + mi Ath, 
+ 1,5 ml C-h. +1,5 ml C-h. ur ! 
- - +1,5 ml Vit,»- | 
| A-Stand,- | 
Lg. b | 
PH mit Innendeckeln verschließen, 
2 Min. schütteln (Schüttelmaschi- 
ne!), 20 Sek. zentrifugieren. 


2 0,05 ml obere Phase 2 | 
+ 0,45 nl C-h. 3 

+ 1,00 ml Antimon(IIT)-chlorid-Lg. | | 

mischen. | 


31 Meßan- Nach genau 10 Sek. P und St gegen 
satz L bei nn im H-RG photome- 
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VITAMIN A CARR-PRICE-Methode v0, 


Ausführung; 
A. Aufarbeitung und Verseifung des Kolostrunms: 


e- Fate 
kunge 


O ml Kolostrum 
O ml Trichloressigsäure-Lg. 





















PH mit Innendeckeln verschließen; 
schütteln; 30 Sek. zentrifugieren; 
Überstand verwerfen. 





Rückstand 
KOH 





PH mit Innendeckeln verschließen. 
45 Min. bei 60 °C (Al-Block!) er- 
hitzen; auf Raumtemp. abkühlen 
(Wasserbad); Lg. weiter nach B. 
verarbeiten, 


aus A. DER IRDN: 0,901 .KOB 

ml Äth. +0,9 ml Äth. +0,9 ml Äth. 

ml C-h, +1,8 ml C-h. er 

- = +1,8 ml Vit.A- 
Stand.- 
DENK 


PH mit Innendeckeln verschließen; 


2 Min. schütteln (Schüttelmaschi- 
ne); 10 Sek. zentrifugieren., 


obere Phase 
Antimon(III)-chlorid-Ig. 


mischen. 


Nach genau 10 Sek. P und St 
gegen L bei 620 nm im H-RG photo- 
metrieren. 
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Leber 
VITAMIN A CARR-PRICE-Methode Nieren 


Berechnung: 


EB: VIt.A/e (m}) 


St 


Leber: 90 
Kolostrum: 10,8 


1 IE Vitamin A ® 0,3 ug Vit.A-Alkohol 





Anmerkungen; 


Gefrorene Leber in kleine Stücke zerschneiden und im Homo- 
genisator oder Schlagbecher (geschärfte Messer) homogeni- 
sieren. Bei Ferkeln ist die gesamte Leber zu homogenisieren 


H-RG (100 mm lang!) vor Gebrauch mit Kupfersulfat-Lg. op- 
tisch prüfen (Extinktionsmessung!). 
H-RG als Einwegmaterial benutzen! 


Bei Vitamin A-Koönzentrationen über 200 IE/g Leber bzw. 
Extinktionen 50,5 ist der Überstand mit Cyclohexan zu ver- 
dünnen! Die Verdünnung ist bei der Berechnung zu berück- 
sichtigen. 
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Leber 


Methodenmerkmale: 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1975 


Wiederauffindung: Leber; 
Milch; 
Präzision; 


in der Serie; Leber 
Milch 


Leber 
Milch 


Probenzahl/Tag - AK: 


40 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1. 03. 1979 
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VITAMIN A v01.2 


Fluorimetrische Bestimmung; 


Vitamin A wird nach Verseifung seiner Ester mit Cyclohexan ex- 
trahiert. Die Konzentration des Vitamin A wird aus der Diffe- 
renz der Fluoreszenzintensität des Extrakts vor und nach UV- 

Bestrahlung berechnet. 


Plasma, Leber, Milch 


Reagenzien: 


Reagenz Konz. Herstellung 


Cyclohexan Fraktioniert destillieren 

(Kp. 80,8 °C); in dunkler Fla- 
sche bei 2 - 5 °C aufbewahren 
(Fluoreszenzintensität & 3 
Einheiten!). 



















Äthanol 96% Fraktioniert destillieren 

(unvergällt) VEN TBL BE baL 250€ 
aufbewahren (Fluoreszenzinten- 
sität& 3 Einheiten!). 







Kalilauge 30 % 30 g Kaliumhydroxid p.a. in 
70 ml dest. Wasser lösen, 


















Trichloressig- 10 % 10 Trichloressigsäure p.a. 
säurse-Lg. in 90 ml dest. Wasser lösen. 
Vitamin A- 300 IE/ 1 Kapsel Vitamin A-Alkohol 

Standard-Lg. a ml Jenapharm (30 000 IE) unter 





Cyclohexan zerschneiden und zu 
100 ml Lg. mit Cyclohexan auf- 
füllen. 











Vitamin A- 6 IE/ml 1 ml Vitamin A-Stand.-Ig. a 
Standard-Lg. b mit Cyclohexan zu 50 ml Ig. 
verdünnen, 






Vitamin A- 1,2 IE/ 2 ml Vitamin A-Stand.-Lg. b 
Standard-Ig. c ml mit Cyclohexan zu 10 ml Ig. 
auffüllen. 
Lg. täglich frisch bereiten, 


Fortsetzung Blatt 2 
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VITAMIN A Fluorimetrische Bestimmung Vnıl 


Reagenzien (Fortsetzung): 


Vitamin A- 60 IE/ml 10 ml Vitamin A-Stand.-Ig. a 
Standard.-Lg. d mit Cyclohexan zu 50 ml Ig. 
verdünnen,. 


Die Vitamin A-Standard-Lösungen sind in dunkler Flasche 
bei 2 - 5 °C aufzubewahren. 


In dieser Arbeitsvorschrift werden folgende zusätzliche Ab- 
kürzungen verwendet: 


n C-h.: Cyclohexan KOH: Kalilauge 
Ath.: Athanol H>20; Wasser 
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VITAMIN A Fluorimetrische Bestimmung w.01%2 


Ausführung: 


Macz Fa 
kungen 


in Wasserbad (ca. 15 °C) stellen. 


Plasma + 1,0 ml H20 + 1,0 ml H>0 
C-h + 2,0 ml C-h - 
- + 2,0 ml Vit., 
A-Stand. a 
IT Ir 


PH mit Innendeckeln verschließen; 

2 Min. schütteln (Schüttelmaschi- 
ne), 20 Sek. zentrifugieren. 
Extrakt umgehend weiterverarbeiten! 


Ca. 1,7 ml Extrakt (obere Phase) 
in Küvette überführen. Fluores- 
zenzintensität gegen Glasstan- 
dard messen. 


Extrakt nach der Messung in neue 
PH zurückgießen. Von oben 15 Min. 
mit UV-Licht bestrahlen, 


Fluoreszenzintensität des UV- 
bestrahlten Extrakts messen 
(s, Arbeitsschritt 3). 





Berechnung: s. Blatt 8 
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VITAMIN A Fluorimetrische Bestimmung Yr0142 


Ausführung: 
‚A. Verseifun der Leber 


— hedle 
ep 8 


‚oO g Leberhomogenat 
+ ‚0 ml Kalilauge 








PH verschließen. 30 Min, bei 

60 °C erhitzen (Aluminium-Block). 
Im Wasserbad auf ca. 15 °C abküh- 
len. Lg. weiter nach B, verar- 
beiten 





Extraktion und Bestimmung des Vitamin A 


kunge 





1 KOH ir ) ml KOR 
TvAtn, #43 0 ml Äth. 
+ 1,5 ml C-h. 1 C-h. 
= #149 ml Vit. 
A-Stand.- 
LESRd 


PH nit Innendeckeln verschließen; 

2 Min, schütteln (Schüttelmaschi- 
ne). 20 Sek. zentrifugieren. 

Extrakt umgehend weiterverarbeiten!| 


2,00 ml C-h. 
+ 0,04 ml obere Phase 


mischen; in Küvette überführen; 
Fluoreszenzintensität gegen Glas- 
standard messen. 


Lg. in PH zurückgießen; von oben 
15 Min. mit UV-Licht bestrahlen. 


Fluoreszenzintensität der UV- 
bestrahlten Ig. messen (s. Ar- 
beitsschritt 2). 





Berfechnung: s. Blatt 8 Blatt 4 
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VITAMIN A Fluorimetrische Bestimmung | Milch 03,2 


Ausführung: 
A. Aufarbeitung und Verseifung der Milch 


Ber mer 
kungen 


1,00 ml Milch 
+ 25 ‚00 ml Trichloressigsäure-Lg. 


bzw.: 
0,25 ml Kolostrum 
+ 0,50 ml Trichloressigsäure-Lg. 
















PH mit Innendeckeln verschließen. 
Schütteln; zentrifugieren (60 
Sek.!). Überstand verwerfen. 







+ 0,90 ml Kalilauge 














PH verschließen. 45 Min. bei 
60 °C erhitzen (Aluminium-Block). 
Im Wasserbad auf ca. 15 °C ab- 

kühlen. Lg. weiter nach B. ver- 
arbeiten, 






Fortsetzung Blatt 6 


Blatt 5 
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VITAMIN A Fluorimetrische Bestimmung v.r0782 


Ausführung (Fortsetzung von Blatt 5): 


kungen 


Lg. aus A, 0,9 ml KOH 0,9 ml KOH 
+ 0,9 ml Äth, BO,mleÄthras 0,9; ml.Äth, 
2; 
ua 
u 


+ 2,0 ml C-h. O ml C-h, 
Berechnung: s. Blatt 8 











++ 


A-Stand,.-Lg. 










PH mit Innendeckeln verschließen. 
2 Min. schütteln (Schüttelmaschi- 
ne). 20 Sek. zentrifugieren. 

Extrakt umgehend weiterverarbei- 
ten. 









Ca. 1,7 ml Extrakt (obere Phase) 
in Küvette überführen. Fluores- 
zenzintensität gegen Glasstan- 

dard messen. 











Extrakt nach der Messung in neue 
PH zurückgießen. Von oben 15 
Min. mit UV-Licht bestrahlen. 














Fluoreszenzintensität des UV-be- 
strahlten Extrakts messen (siehe 
Arbeitsschritt 2). 
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Fluorimetrische Plasma, Leber 


Anmerkungen: 


Während der Pipettierungen und der UV-Bestrahlung sind die 
PH in einem Wasserbad bei einer Temperatur von ca. 15 °C 
zu halten, 


Meßanordnung: 


Geräte: SPEKOL mit Meßansatz FK1 
on Zusatzeinrichtung QL (Quecksilberlampe ) 
Primärwellenlänge: 366 nm 
Filter UG2 zw. FK1 u. Lichtaustrittsspalt 
am SPEKOL 
Sekundärfilter: 500 - 3 000 nm (0G4) 
Zusatzverstärker ZV (Verstärkerstufe 1 000) 
Empfängereinrichtung m. Photovervielfacher Pho M 
(Verstärkerstufe 3) 


Eichung: Einstellung der Fluoreszenzintensität des farblo- 
sen Glasstandards (WG9) auf den Wert 55. Dabei 
ist der Zusatzverstärker ZV auf die Verstärker- 
stufe 50 zurückzuschalten. 


Zur a der Proben eignet sich eine SOLIMED- 
oO 


Tisch-Quarzlampe (ohne untere Filterplatte). Der Abstand 
zwischen Lampengehäuse und Proben soll ca. 20 cm betragen. 


Gefrorene Leber in kleine Stücke zerschneiden und im Homo- 
genisator oder Schlagbecher (geschärfte Messer) homogeni- 
sieren. Bei Ferkeln ist die gesamte Leber zu homogenisieren 


Bei Vitamin A-Konzentrationen in der Leber 990 IE/g, im 
Kolostrum > 9 IE/ml bzw. in der Milch >2 IE/ml sind die 
Extrakte mit Cyclohexan zu verdünnen, Bei der Konzentra- 
tionsberechnung ist der Verdünnungsfaktor zu berücksichti- 
gen (Blatt 8). 
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| Fluorimetrische Plasma, Leber 5 


Berechnung: 


er a rer, - F. ) 
Po Piz ie 


I IH KO me, IE Vit.A/ml (eg) 
0) 15 5 6) 


Plasna: F Zen Milch: F zul 
Leber; F 91,8 Kolostrum: F = 9,6 
1 IE Vit. A © 0,3 ug Vit. A-Alkohol 


Achtung! Evtl. Verdünnung der Leber- bzw. Milchextrakte beach- 
ten! (Anmerkung 5) 





Methodenmerkmale; 


Methodenbearbeitung: IaT Eberswalde-Finow; 1975 


Wiederauffindung: 97 - 102 % 


Präzision: 


in der Serie; Plasma; 
Leber: 
Milch; 


Plasma; 
Leber; 
Milch: 


RAIN NUN 


Probenanzahl/Tag » AK: 
(Einfachbestimmungen) 


Verbindlichkeitstermin: 1403.01979 | 
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